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Cuvînt înainte 


Conform actualului plen de invitinint, disciplina 
de Imunobiologie Be predă studenților Facultății de Bio- 
logie, în anul IV de studii, 

Datorită caracterului didaotio al lucrării, pe ba- 
E experienţei eoumulate în predarea acestei discipline 
“șia activităţii de cercetare- gtiintifiok în domeniu, am 
“încercat să Selectím tehnioi gi metode de laborator care 


se pot executa în cadrul lucrărilor practice ou n131once- 


© 3e de dotare existente fn EEE bn în laboratorul nostru. 


Prezentim astfel metode simple de obţinere a seru- 
los imune necesare evidentierii resotiilor dintre Ag- 
EC (reacţii serologica) "in vitro" precum gi unele teh- 
nici de investigare 8 imunitítii mediate celular, înce- 
pînă cu mijloace de recoltare şi separare a celulelor ' 
οσο νεο ai pînă la identificarea gi cnantificarea lor. 

„Manualul de faţă se adresează studenţilor biologi 
care îşi tatregeze astfel pregătirea lor ca viitori spe | 
| cialigti, fapt ce va permite o mai rapidă integrare a lor 
în laboratoarele din πμ. medicală în care unii dintre. 
ei vor lucra. 

Aduc mulțumiri gi pe această cale membrilor Comisi- 
ei de analiză : Prof.Ór. Constantin Toma - membru cores- : 
pondent al Aendemiei Βοπέρα, Prof.dr. Vlad Artenie, de 1a 
Pacul tatea de Biologic, Prof.dr. Alexandru Greoianu, Uni- 


. verBitatea Agronomiok "Ion Ionescu de la Brad", Paoul- ` 


tatea de Medicină Veterinară, 
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1. OBTINEREA ANTIGENELOR IN VEDEREA IMUNIZARII 


- . ANIMALELOR 


Pentru erecutarea unor reacţii imunologice, sînt 
necesare seruri imune (aglutinant, precipitant, hemoli- 
tie etc.). | | | | 

Serurile imune se obtin τα urma imunizárii anima- 
lelor de experiență cu diferite antigene, Antigenele 
sînt prezente, în a celulele gi umorile organismului 
AS forma uno complexe chimice in asociaţie cu numeroa- 
se substanţe neantigenice. In cazul antigenelor proteice 
din serul sanguin fiecare component proteio reprezintá 
un antigen care poate fi izolat gi purificat, sau se 
poate foloai sexul ca atare, 

| Antigenele celulare implică însă metode laborioase 
de preparare atunci când se urmărește folosirea unui anu- 
mit ad tiis izolat din celule. Se pot folosi antigene ce- 
lulare fără nici e fel de preparare prealabilă, adminis- 
trîndu-se animalelor diverse tipuri do celule intacte 
(hematii, baeterii, etc.) 

In timpul operațiunilor de izolare 8 eR IM det 
trebuie ză πο evite posibilitatea impurificării antige- 
nului celular cu proteinele din singe. In acest scop, 
înainte de a distruge membrana celulară oel:lele trebuie 
să fis eliberate de antigenele din afhga. icest lucru se 
. realizează prin perfuszarea στα dare contin antige- 


nul pe care dorim să-l izolím, După perfuzie, organul 


este PEF unoy operaţii de rupere a membranelor celula 
re gi apoi extracţiei antigenului. 

Extractantul. se alege în. funoţie. de solubilitatea 
| antigenului care urmează să fie izolat. Deoarece în ex- 
tractul brut, antigenul se gásegte în amestec gi E alte 
components, urmează elte etape de purificare gi apoi de 
concentrare a antigenului, 

Metodele olasice recurg la imunizări au antigene 
purifioate în vederea obţinerii de seruri nonospecifioe 
sau ou o Speoificktate.bine definită, Pentru purifioarea 
antigenelor sînt necesare însă substanțe, aparatură gi 
multă experienţă. De exemplu, pentru obţinerea unui. ser ` 
anti-albumină trebuie puri ficată albumina, care μη 


geluri de Sephadex, coloane de oromatografie ete, 


II. PREPARAREA SERURILOR IMUNE (ANTISERURILOR) 


Serurile imune (antiserum, ΜΕΝ: sînt se- 
ruri ΜΝ diferitelor specii de mamifere (iepuri, capre, 
oai, berbeot). care contin anticorpi faţă de unul sau mai 
multe antigene, Exemple : - 

(85 Seruri antiproteino plasmatice, policilonaie 
(oare contin anticorpi. faţă de mai multe antigene repre- 
zentate de proteine plasmatice); 

b. Seruri monoolonale (oare conţin anticorpi faţă 
de o singură proteină - Ig G, Ig £, Ie M, etc.) 


. Serurile imune se prepará prin imunizarea animale- 


8/3 e 


lor de laborator cu diverse antigene. Antiserul (aerul. 
imun care contine anticorpi) este ur produs biologie, eu 
o mare specificitate., Calitatea unui ser imun (entiser) 
se apreciază în funstis. à: cantitatea anticorpilor 6dre Ἢ 
ii contine, p: oum gi de aviditatea gi specifioitatea 
4 lore | 4 | | o 
Aviditatea indică afinitatea. auticorpului pentru . 
antigenul folosit la imunizare gi determină viteza de 
 "renetie şi soliditatea reacției dintre cele două compo- 
nente. | J | | 
Bpecificitatea anticorpilor exprină eapaeitetes 
ler de 8 reaaţiona numai eu antigenul folosit la imuni- 
zare (antigenul omolog), In cazul unor reaectii $noruei- 
gate, anticorpul poate reacţiona gi eu substanțele care 
au o Btruoturk Μώ ră Ie dn A antigenul dia e sa 
"Specifioitatea unui antiser este eu atât mai mere. 
cu cît capacitatea sa de reacție va. fi limitată doar la 
ASe. folosit la imunizare, sau la un număr cît mai 
mic de antigene înrudite. 
De modul cum de realizează imunizarea animalelor . 
de laborator depinde obţinerea antiserurilor ou un conți- 
nut ridicat în anticorpi, înzestrați ou o mare afinitate 
pentru antigenul omolog gi eu ο înaltă specificitate. 
Atunci. cînd se elaborează schemele. de imunizare 
trebuie sí se ţină seama. 4e. urmă toi perenetri EC 
| sis antigenitatea produsului 1noeulat; 
- reactivitatea imunologică a animalelor folo- 
site; : 


——— ος 


d torv de antigen administzoté Li mit 


πο.  mosulării lor; 


- calea. bs: inoculare gi apo ta: Tem 2 
j  Schemele de: imunizare. a- animalelor 5ο. -stabileso 
io piinas; în funoţie de scopul urmărite. Experimentato- 
ful trebuie să ounoaacă faptul, αἅ acegti parametri influ- 
enfeazk: considerabil cantitatea gi calitatea anticorpi- 
lor elaborati, 

Dacă Be Aiiirou de. exenplu o cantitate neco- 
 "respunzítoare de antigen gi nu se ine seama de raportul 
dintro antigenioitatea materialului inoculat gi reactivi- 
tatea 4munologiok a animalelor folosite, se obțin antise- 
ruri cu o concentraţie sošzută în anticorpi, Prelungirea 
"duratei imunizării reduce foarte mult specificitaten an- E 
| tioorpilor ον cregte. Antensitatea renotiilor: inoru- ς 
eigato, 

In soopuri didagtice gi de e se folosese 
. animale mici đe laborator : iepuri, gobolani, goareci ete. 
In laboratoare, animalul de eleetie pentru imunizări e&te 
iepurele, amimal dotat ou o reactivitate imunologică uni- 
formi, în raport ou un număr. mare de antigene, gi de 18. 
.. care se obţine o cantitate de.ser suficientă. 
| | lepurele este bun producător de. anticorpi preoipi- 
tenti, gobolanul.. gi. goareoele produc. anticorpi precipi- 
tenti in. conoentratii medii, iax oobaiul este de. acele mai 
„multe ori, slab produoktor de anticorpi preoipitanti, Co- 
baiul produce însă însemnate. cantități de anticorpi neu- 


tral!zanti.. 

In alegerea animalului PERAE TA ser. imun se. πα. 
fine seama aa el să fie dintr-o. speoie. cît. mai. îndepăr- 
tată taxonomie faţă de cea de la. care provine antigenul, 
Animalele alese în vederea imunizării trebuie să fie din 
8046851 rasă (pentru iepuri, Chinchilla ου blana BIi-ax- 
gintie), de vîrstă gi greutate „apropiate, 

Vîrsta animalelor are o mare importanţă asupra pro- 
| ducţiei de anticorpi. Pentru imunizări se folosese nume i 
animale adulte (iepurii ou greutate între 2-3 Kg). Ani- 
malele tinere au o reactivitate imunologică mai scăzută 
datorită imsturárii sistemului imun producător de anti- 
corpi, | | | A 

Alti factori care pot „nfluenţa produotia de anti- 
corpi sînt : temperatura, hrana, îngrijirea si starea de 
sănătate a animalelor, sexul, 

Reactivitatea imunologică a animalelor este RS 
dentă de temperatura mediului ambiant, la temperaturi 
joase în cazul homeotermelor se obţin antiseruri eu un 
titru mai scăzut în anticorpi, Această dependență este 
gi mai pregnantă la poikiloterme, 18 care nivelul anti- 
„eorpilor umorali este mult Ii veni de Vui dera me-. 
diului,. 

“Reugita unei imuni sati. depizde. n. mare másurk Şi de 
- starea de sánátate a animalelor, ο proastk îngrijire. ga: 


animalelor duce la îmbolnăvirea. lor v» imp „ioit la acăde- n 


. rea reactivitktii lor μι 


ALT EN 


i De aoeen încăperile în care ve găsese ougtile anima- 
elor trebuie să fie bine luminate, aerisite gi ou tempe- 
` ratura constantă, Temperatura optimă pentru iepuri gi co- 
tai este de 18-20?C iar pentru. goadfuai gi METTE este 
vie 22-249C. Cugtile se vor curăța zilnio. iar hrana se va 
da -numai in recipiente curate. Hrana animalelor de labo- 
 pator trebuie să conţină toate prin^ipiile nutritive, Ra- | 
' tia alimentară se va stabili foarte das gi de ea 

kv nr să ţină seama cu stricteţe iagrijitorul. Pentru 
iepuri alimentaţia trebuie să ouprinăă fîn, lucerná (nu 
j proaspăt culeasă), varză, porumb furajer sau iarbă de Su- 
dan, spanac, salată, ovăz, sféolá, morcovi. Iarna un rol 
important trebuie acordat aportului de Melissa 4, BIE 

gi D. Alimentatia deficitară în proteine poate duce, 18 
unele specii de animale, la scăderea sintezei de anti- 
Y cud | : l 
| Pentru experienţe cel mai bine este să se lucreze 
pe animale mascule. Acest luoru este important pentru a 
impiedica reproducerea animalelor în perioada de imuniza- 
. re, femelele gestante avind reactivi tea imunologică mo- 


dificnatá. 


2, 1. Imunizarea animalelor de laborator 
Administrarea antigenelor : se. pot folosi diverse 
tehnici de inoculare dar dispersia cea mai rapidă a anti- 
„genului în organism esté asigurată prin inoculírile in- 


l travenoase gi intreperitoneale, Prin injectarea intremus- 


T 


, eulark sau suboutenatk eátigenul 8e ráspindegte leni 64 
„treptat. Calea de inoculare influenţează cantitatea anti- 
` corpilor formati, Administrarea intramusculară a antige- 
nului determină formarea unei. cantități mai mari đe anti- 
corpi gi menţinerea lor în S.T la un nivel ridicat un. 
timp mai îndelungat. - Calea de inoculare a antigenelor de- 
termină gi locul de fumare a anticorpilor. Astfel, la | 
injectarea subcutanată sau intramusoulará a entigenului, 
“anticorpii se vor forma la locul inoculării gi în gan- Via: 
glionul limfatio regional corespunzător, S 
Dacă antigenul este inoculat intravenos, el se SM 
pindegte fn întreg corpul, ei fynmarea anticorpilor are 
loe în splină şi în tesutul. limfoid, De. cele mei multe | 
ori se preferk la imunizarea aceluiagi animal 8plicares 
mai multor procedee de inoculare, * 

" Inoculările se vor face întotdeauna folosindr-se 
ace gi seringi sterile. In timpul inoculărilor, animalele 
vor fi imobilizate manual sau cu aparate de contenţie, 

Pentru a stimnla sinteza anticorpilor specifici gi - 
creşterea nivelului anticorpilor circulanţi antigenele | 
pot fi asociate cu adjuvanti.. | 

Sint folosite, mai ales, două tipuri de Ar painii 

- Adjuvant Freund.- eu o utilizare limitată... 
(emulsii de apă în ulei, eu sau fără adaos de mieobaetes:: 
rii); antigenul este dizolvat în faza apoasă şi, 

- Sărurile de aluminiu, în special gelul de 
hidroxid de aluminiu ; antigenul este edsorbit pe parti- 


aulelo golului. ` 
In funaţie de 'soopurile urmărite (aăaotioe sau | de 

ceroetare) se pot. folosi. la imunizare diferite antigene: - 
. baaterii, . ' hematii, ser total sau diferita fracțiuni 8e- 
rice eto. gi. sohene de imunizare diferite ελ, ru un ace- 
-— antigen, | 

| Redăm în continuare oîteva Scheme de imunizare în 
vederea obţinerii de seruri imune (antiseruri), pentru 
„evidenţierea diferitelor reacţii Ag-Ao (reno {14 serolo- 


` gice) în laborator, 


vy Obţinerea unu Ber a lutinant anti- 
z i n baeterian) | 
Bremplu i Ser eglutinapt anti-Proteus 0X9 


Pentru obţinezoa + serului aglutinant anti-Proteus 
ΟΣ} α. se pot folosi următoarele „două scheme de imunizare: 
- rimul oa ; se praotică două inoculări 
| intravenoase în vena marginală a urechii 18 iepure, 18 
intervale de trei zile, ou eite 1 ml suspensie de anti- - 
gen Standardizat Proteus 0X,9.- preparat de Institutul 
"We I. Cantacuzino" - Bueuregti. Antigenul se foloseşte 
| la imunizare după o. prealabilă diluţie de 1:10 (1 ml an- 
tigen diluat conţine un miliard de germeni/ml). `. 
« Jw PL PR oaz, schema de imunizare este 
următoarea ES | 


I-a inoculare, se efectuează ou 1 πὶ suspensie 


J i4 


| | 2g e 


[notes Proteus OX, gs în vena marginală a urechii la 
i1epure;. 
E | a II-a inoculare, se praotică la cinci zile 
189 la prima inoculare, tot ou uł ml de suspensie baote- 
riană, subcutanat, în patru punote diferite; l 

a III-a inoculere,la interval de oinoi sile 
după a doua inoculare, eu 1 πὶ suspensio baeteriană, sub=- 


. cutanat, în patru punote diferite; 


2 IV-a inoculare, după 61304 zile de Jaia treia | 


“inoculare de antigen, ou 1 m suspenaie celulară, tot 


suboutanat, în να punote diferite; 

a V-a se praotiok după 01noi zile | 
de 1a a patra inoculare, ou l ml suspensie baoteztană, 
subcutanat, în patru punote diferite. κ. 
| “După gapte zile de la a doua inoculare de antigen | 
în primul caz gi după oinoi zile da. la a oincea inooula= ` 
re în al doilea caz, Be praotiok aingererea de probă pen- 
tru a se stabili itrul enticorpilor. 


2.1.2. Ob soru ui precipita ti- 
proteine umene serice (anti-om) 
 Antigenul - reprezentat de serul de om se sterili- 
zează prin filtrare (filtra. Seitz). Se practică trei ino- 
culári, la intervale de ape d τος fn vena merginalk s 


| “urechii la- iepure I 


brem, Ὁ ou A nl ser, 


p 


- în. 


TI-a-inocul recu 3 ml ser;.. 
III-a inoculare, cu. 1 ml ser, 
După cinci zile de 1a ultima inoculare de ser se: 
. face sîngerar ea de probă a “animalelor. in vederea stabi- 
lirii titrului serului precipitent anion v 
A donua schemă de imunizare | 
atita (Seral de om) se inoculeeză pe cale sub- 
_cutanată, ra! | | 
UEUR prima săpt ir se injectează 0,5 ml ser 
sanguin amestecat cu. L. 5 ml soluţie salină Nai cá 
gi2ml adjuvant Freund complet; 
- In a doua săptămînă L O ml ser sanguin + 
1,0 ml soluție fiziologică + 2 ml de adjuvant: 
- In a treia siptininl 4 2,0 ml ser sanguin + 
2,0 ml de adjuvant; 
“In săptănînile re 5, şi 6 se inoculează de patru 
“ori pe săptămînă ser diluat (o parte ser + opt părţi s0= - 
luţie fiziologică) fără adjuvant, în următoarele canti- 
tăi | | | | ara 
| 3 Săptămtna a 4-a cîte 0,5 πὶ; 
- Săptămîna a 5-a cîte i. 0 ml; 
ῥ᾽ Săptămîna a 6-a câte 2. o nl, 
Low Sîngerarea se Ομ 18 8-10 zile dupk ultima d 


noculare de antigen. 


PP i Ty 2:1. 3. 9 Ob inerea serului hemolitic enti- hema- 
tii de oaie | | 


Sj Serul henolitio enti-heastii de oaie se obtine prin 


jz -1 r1 


imunizarea iepurelui cu ὁ suspensie. de. hematii de ber- 
bec, spălate de trei ori prin centrifugare cu soluție 
fiziologică sterilă gi readuse la volumul iniţial, Se | 
efectuează două inoculări, 18 interval de trei zile, ou 
l ml suspensie de hematii în vena marginali 8 urechii 1a . 
iepure. După zece zile de la ultima injeoție de antigen 
se recoltează sîngele in vederea shine rt serului imun 
cu i anticorpi (henolizine), 

Pentru imunizare se folosesc hematii recoltate în 
mod steril din vena jugulará a berbecului. Recoltarea se 
face într-un valon cu perle de stiolă sub sgitars conti- 


nuă a vasului papy defibrinare. 
2.1.4. Obţinerea unui ser antit 


In acest caz μου este reprezentat de ana to- 
xina tetanic, Se lucrează pe cobai care sînt inoculati 

| subcutanat in modul urmátor : 
i-a _inoculare,cu 2 ml ie anatoxină tetaniío; 
II-a inoc- sre,la un intervül de 30 zile de la 
prima edminstrare de antigen, tot cu 2 πὶ de anatoxină | 

tetaniok, 

După 30 zile de 18 a doua inoculare se sîngerează 
animalele gi se determină titrul sntitoxinei tetanice. . 
2. Recoltarea sângelui în vede rea obţinerii 


serurilor imune  . 
pe 1a iepure sîngele poate fi obţinut printr-o me- 
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Jo εσᾶᾶ simplă « aare pormite recoltarea repetată a unor in- 
semnate cantităţi de singe 4ο 18 acelagi animal, Metoda 
constă în secţionarea transversală 8. venei na θῶ ΟΝ ὁ a | 

i urechii gi recoltarea a 30-50 ml singe, acelagi animal 

T putind fi singerat de mai multe ori. 

Mu Vena aurioulará marginală are foarte multe colate- 
rale. care pot suplini orice. porțiune” obturată a ei ast- 


fel încît, ohiar dacă este secţionată la diverse nivele; 


„circulaţia m reintoaroere a singelui se face normal. 


Vagodilatarea provocată a arterei ferteulere creea- 
„ză un aflux sanguin în venă care activează curgerea sîn- 
gelui la: nivelul inciziei, Burgere care poate fi oprită 
ae rm prin temponaré cu vată, Pentru sîngerări, de regulă, 
Be. folosegte urechea stingă, "iar urechea dreaptă pentru 
imunizíri, Se tunde urechea. stângă cu un foarfece bine 
ascuţit, pe ambele Tete ale marginei sale inferioare. Se 


 tamponează bine ou alcool gi apoi se sterge cu un „tampon 


„de vată îmbibat în ser fiziologic steril, 


. Staza circulației venoase se realizează prinzînå 
cu degetele de la mina stingá marginea inferioară a ure- 
ohii, cît mai aproape de baza ei. Cînd vena MESE de- 
vine vizibilă, este aeoţionată transversal ou ο lamă bine 
| ascuţită, oft maí aproape de basa urechii. Se va avea gri- 
zt ca vena ak fie gectionatá fn totalitate fără a se seo- 
fiona gi oartilajul auriculer. 
| După eliminarea primelor ριφάτάν. sîngele este co- 


lectat în eprubete sau vase de centei fugă sterile, In ca- 
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σα] unor cosgulkri determinate de aderări ale firelor 

de păr eto. se şterge incizia cu un tampon mic de. vată, 
pentra a Be îndepărta coagulul format gi a determina: 

din nou curgerea sîngelui. Se reoc aandă ce şi după. aceas- 
tă operaţie primele picături de sînge să se îndepărteze 
deoarece datorită traumatismului local se distrug hema- 
tiile şi deci posteris: tatea obtinerii unui ser imun ka 
molizat. | 

| După obţinerea cantităţii dorite de sînge se apli- 
că pe incizie un tampon de vată şi se comprimă cu dege- 
tele de la aan. dreaptá timp de cîteva. minute. Dacă este: 
necesar, se înlocuieşte tamponul repetîndu-se operația.. 
Recoltarea sîngelui se poate face şi cu ο seringă steri- 
18, introducind acul în vena marginală a urechii, 

Vasele în care s-a recoltat sîngele πο lasă le tem- 
peratura camerei pentru coagularea sângelui. Cu vîrful 
urei pipete Pasteur se desprinde apoi ecágniol de pereţii 
vasului şi se introduce le termontat la 37*e, timp de 30 
de minute. După retribMa rea coagulului, serul πο aspiră 
cu o pipetă gi se trece în citeva vase de centrifugă ste- 
rile, apoi se centrifugă în vederea îndepărtării eventua- 
lelor hematii., Serul astfel obținut se repartizează în 


. vasge pentru ο οσα sau se foloseşte imediat. 


Inciziile allri sena pentru. sîingersre se vor face 
pe porţiunee de venă normală on va pesas de la baza ure- 


chii către virful ei). 


ας 
2.5. Gonservarea serurilor imune - 


` Serurile imune pot fi păstrate fn stare lichidă 
va temperatura frigiderului (+ 4 °c) sau seite con- 
gelate, liofilizate, 
| Indiferent de 5 As 'conservare a lor, Serurile 
igi pierd in timp unele proprietăţi (titrul anticorpi- 
«lor scade foarte mut) 
| | Intensitatea modificărilor eate condiționată pe de 
s parte de durata timpului dé conservare, iar pe de altá 
parte. de starea în care este conservat: produsul respec- 
tiv. Conservabilitaten cea mai buná este. asiguratá prin. 
congelare în azot lichid sau prin liofilizare. 
Institutul "Dr. Í. Cantacuzino" - Bucuregti νο, 
σᾶ dm stare liofilizată antiseruri, Pentru întrebuințare 
"se adaugă în fiecare fiolă 1 ml apă distilată. Rezultă ο. 


„ soluţie de'aspectul serului nativ, 


III. RECOLTAREA SI CONSERVAREA SINGELUI FOLOSIT 


CA SURSA DE HEMATII 


Hematiile de oaie sînt folosite în laboratoarele 

de bacteriologie gi imunologie „pentru numeroase teste. 
Pentru a fi: Separate de reatul componantelor din sînge, 

. este necesară evitarea coagulării sîngelui imediat după 
recoltare. Acest lucru se poate realiza prin : 


- recoltarea 8Íngelui pe perle de sticlă pen- 
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tru defibrinare; | 
- recoltarea în soluţii anticoagulante (so- - 

lu$ie Alsever, citratul de sodiu, heparina). Ἢ 

͵ Soluţia Alsever este larg folositk pentru οὔ în y 
afară de faptul οὔ este anticoagulantă, este şi conser- 
vantă esigurind păstrarea integrală timp de 21-28 de zi- 
le a calităţii koms tăia). (form celulei, Peoprtétktile 


antigenice ale membranei etc.). 
3.1. Prepararea soluţiei Alsever 


.. Componentele soluţiei E: 


GlucozK | 20, 50 gu. 
Citrat de sodiu 8,00 g 
Acid citric 0,55 g 
acl — 4,90 g 


„apă distilată adus la 1000 ml - 
Modul de preparare 

| - Intr-un oilindru gradat sau un bslon cotat 

„de 1000 ml, se toarnă 500 ml de apă bidistilată; | 
- 8e cintáreso gi se introduc în ves în urmă- 
toarea ordine : glucoza, oitratul de sodiu, olorura de 

sodiu; | | | 

- După dizolvarea substanţelor menționate mai 

Bus, 89 completează cu apă distilată pînă la volumul de - 
1000 m1; | | 
- Se ajustează la 6,01 pH-a soluţiei, en o 


T P SL aee 


-soluție de 10% acid oitrio CEN ou acid δις aubstan- 
τά. nedizolvată - 008 0, 55-1, 10 &/1000 nl soluţie, Alse- . 
(over). Determinarea pH-ului 88 face la pH-metru; 


-= Solut ġia ge tepartizează într-o sticlă bru- 


M gi se sterilizenti prin autoolavare timp de 20 minute 


18 10596 sau 15 sinite fa 1109c, Depăgirea temperaturii 


- denaturează glucoza, soluţia oăpătnă o culcare închisă, 


c cel mai: indicat este ca sterilizarea soluţiei să se facă 

„prin filtrare pe membrane Millipore sáu Sartorius, s sau | 
„prin tindalizare timp de trei zile consecutiv; 

E Sei μα ρε wbertlikafe: soluţia sc păstrează la 


449C, maximum 2-3 luni, 


l 3. 2v Recoltarea gi conservarea hematiilor 


. de oaie 


Un balon rotund eu fundul plat de 500 ml, foarte 
bine spălat, se ump?. ει eu 330 ml de apá distilată, Pe pe- 


rite | exterior al balonului ze. de atita ou un creion 


^ nivelul liohidului din vas, 


Se elimină apoi apa distilată gi balonul se usucă 
8i se pregăteşte pentru sterilizare prin călâură uscată, 
In acest ves steril se introduce în conditii de storili- . 
tate 180 ml de Bolutie Alsever după care se astupă ou un 
dop. de vată gi tifon prin care trece an irtun de oauciue 
Y prevăzut ou un sc de aîngerare şi un sl doiles furtun 


(pentru "AR ard aerului.. Ῥορᾶ] de "en σα tifon se aco- 
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peră cu hirtie de anbalaj gi se leagă bine ou sfoară; 
| Pentru siguranţă vasul cu soluţia Alsever este ste- 
rilisat 20 de minute la 105°C căldură nmedă. | 

In moment ^ utilizării fn vas se recoltează 150 ml- 
sînge, realizându-se proporţia de 1,2 părţi soluţie àl- 
sever la l parte sînge. Praotío recoltarea se face pînă 
cînd volumul amesteeului de soluţie Alsever gi sînge din 
interiorul vasului ajunge la nivelul liniei tresste pe 
pereţii exteriori ai acestuia, 

Se agită rotatoriu, pentru a ze asigura o bună o- 
mogenisare a sângelui cu soluţia anticoagulentă, 

După recoltare sîngele se repartizeazá în eprubete 
de 10/100 mm, în condiții de perfectă sterilitate. Hema- 
tiile recoltate pe Alsever pot fi folosite oel mult 2-3 
săptămîni de la recoltare, timp în oare eprubetele ou 
sînge se păntrează la frigider (1-46). Hematiile - ny 
“ate în solutis Álsever nu pot fi folosite fnainte de 5 
zile de consertare, timp în care se produce stabilizarea 
lor (lizează-hematiile cu fragilitate cresoutÁ), 

7olosirea hematiilor conservate le diferite teste - 
gi reacţii implică spălarea lor de minimum trei ori, prin 
centrifugare în TFS (tampon fosfat salin), chiar dacă su-. 
pernatantul este clar la prima centrifugare. Hematiile 
bine tcnaservate au o ri Pai rogie-apriíns. Dacă 464 hins 
bă ouloarea (devin brune) înseamnă că s-au hemolizat şi 
nu mai pot fi utilizate, Mt: 


"ampon fosfat ë FS) - soluţie concentrată de. 


- E X x. . "3 


NaCl . jura γϑο Statuia pita 
eor M OA CR -. 


„Apă tri distilată 1000 al ; 
Se repartizează. în flacoane de sticlă, ae sterili- 
 zeazl prin autoolavare şi se păstrează la temperatura ea- 


merete In momentul. utilizării se diluessk ο pepe: TFS 


ΝΘ x cu 9 părti apă. 


m. BEN. -SINGELUI IN VEDEREA OBTINERII DE 
IIMPOCITE, MONOCITE, GRANULOCITE . 
| De 18 animalele mici de οφ σα limfocitele şi 
η celelalte celule din. seria albă, pot fi obţinute atît 
| din aingele periferic cît şi din organele limfoide ae." 
cundaire (splină, limf foganglioni), Taa 
La om, sursa principală de limfocite gi monocite 
 eBte singole periferie din oare se pot obține cantități 
suficiente de ce, ule. 
Imediat dupá recoltare celulele trabni ese introdu- 
se foarte repede în medii de oultură pentru limfocite si 
in testate la scurt timp după recoltare. 
τ Materiale. necesare | 
o= Vase sterile de recoltare. a stngelut η 


ne eu [fund plat, “baloane Erlenmeyer eto. ); 
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- Seringi, ace de seringă; 
- Medii de cultură pentru limfocite ίτορς, 
etc.); 
- Eepariná; 
- Vatá, alcool. 
Recoltarea singeluf 
In baloanele sterile se introduce mediul de cultu- 
ră pentru limfocite suplimentat cu heparină, calculat 
astfel încît să revină cca a 3-a parte mediu raportat 
la volumul final de sînge recoltat şi ofte 100 U.I. de 
heparină pentru fiecare ml de singe. 
daz Dui exemplu : la 10 ml sînge, in vas se pun 3 ml de 
mediu şi 1000 de U.I. heparină, 
| Sîngele venos recoltat în .seringă este trecut ime- 
diat în vasul οὐ mediu, în condiţii sterile, evitindu-se 
Spumarea. Se omogenizeaz gi οὐ transportă ts laborator 


(pe gheaţă), 


T. OBTINEREA SUSPENSIEI DE CELULE DIN SPLINA 
—— MM 


5.1. Recoltarea splinei gi prepararea suspen- 


Biei celulare NIY 4 ETT: 


Materiele necesare. ră "on TB X 


- Mediul de cultură pentru limfocite, menţinut: 


la 449 C, dar in timpul lucrului, 1a temperatura: de 09,3 
(in apă cu gheaţă); MS |ocemibes 
| | = Cutii Petri, foarfece mioi gi mari, curbe 


αφ. 


ΚΩ d drepte, pense anu tomiae, hemostatice, lame de ea 
rit noi, (sterilizate prin fierbere); 
- Seringi, ace de seringă) 
ο - Eprubete, pilnii de sticlă, oilinázi. gradati; 
E Microscop, camere de numărat celule; 
- Pipete Pasteur, vat, alcool, | 
"e Animalele mici de laborator (ex. goareoi) sint sa- 
criftoste prin secționarea vaselor cervicale- După sacri- 
| ficare, animalele sînt fixate cu ajutorul boldurilor tn- 
fipte în fiecare pioior pe o suprafaţă ani, cu cavitas- . 
„tea abdominală. în. sus. 
| 80 practică apoi. o incizie: a. pielii, după. dezinfea-: 
. tarea ei ou alcool, Se detaşează, pielea gi cu o foarfecă | 
ΜΕΤ ge. Seotioneazk pe linia mediană peretele ata? 
ES gi peritoneul, desooperindu-se masa intestinală. 
l „Se recoltează splina. şi se introduce în vasul ou 
mediu de cultură menţinut în apă ου gheaţă. In boxe ste- 
| σ11ὅ, într-o cutie Petri splina este sooasă. gi raclată | 
. ou ajutorul unei. lame. de bárbierit, fixată cu o pensá he- 
nostatick. Limfocitele sînt astfel dispersate în mediu, . 
din splină ráninind doar capsula. n 
! | Cu o pipetă se transferă. suspensia de celule, în 
| sare se găsesc şi mias fregmente de organ, într-o eprube- 
E mare, care se. păstrează timp de aproximativ 10 minute 
de tesperatura de 09 c Capă ou. gheață). In acest timp, 
fragmentele de organ, aglutinatele celulare, capsula ete. 


aedimenteazá iar celulele rămîn în suspensie. 


A ges 


Suspensis celulară obţinută se filtrează printr-un 
strat de 2-3 tifoane sterile fixate într-o pilnie de. 
at: olk. 


έ 


Toate operaţiunile de preparere a suzpen&iei celu- 
lare trebuiesc executate în conditii de perfectă serian. 
. cu instrumentar steril gi în. medii menținute la tempera- 
turi apropiate de de. - 

Folosirea unor medii ou pH necorespunzător, mentí- ? 
nute la rece conduc la moartea celulelor.. Toate operați- 
unile trebuie să se desfăgoare rapid, orice prelungire 
"fn tmp duoînd la degradarea materialului biologio. 


DOM epararea celulelor 


“Celulele sistemului imun sînt foarte heterogene 
; atit morfologie. eit gi funotionael. 

Studiul ies poate fi fkout numai pe- celule puri fi- 
cate, izolate. Dintre . tehnicile de separare a 'ae1ülelor 
-ne vom ‘referi la cele bezate pe diferente de densitate 
celulară. 

Viteza de sedimentare a celulelor este determinată 
printre altele gi de denaitatea celulară. i Pe acest prin- 
 eipiu ge. realizează separarea hematiilor e a celulelor 
“moarte de limfocitele gi monocitele vii. 

Primele, au o densitate maí mare şi vor străbate 
mai rapid un cimp de gradient de densitate. pe când cele- 
lalte, au o densitate mai mică şi rămîn la αχ reali tatea. 


superioară a coloanei de gradient. 


ui 22 m 


prd 


De reguli, această separare se realizează fie prin 
selinentare liberă, sub acțiunea forţei gravitaționale 
terestre, fie prin centrifugare în medii cu anumite den- 
5118451 (gradient de densitate), ex 


5.2.1. Sevarerem limfocitelor prin centrifu- 


^ gare in zreadient de densitate Piooll- 


! 
Odiston 


Ficoll 490 - oaia ton _(prepezaze gradient eu densi- 


tate. 1 ,0TT). 
| Gradientul ada un amestec de Ficoll 400 gi Odis- 


5 tom care.: med z ERE o densitate de. ls 077. Ficoll 400 


eata un copolimer de sucroză şi epiehlorhyârină cu greu- 
tatea moleculară de 400.000. ugor solubil în apă iar 0- 
distonul este o soluţie apoasă a acidului N-N'-diacetii 
3,5-àiazino-2,4,5-triiodbegzoio eu metilglucaminá, 
| _Se pregăteşte o soluţie 9% Ficoll 400 în apă disti- 
^ lată, ia acest scop se citüresc 45 g Ficoll-400 care se 
. ameatecă într-un vas Erlenmeyer cu 500 ml apă distilată, 
Se încălzegte la 50-5550 pînă ο: πὰ se dizolvă toată coan- 
^ titatea. de Piooll (au agitare ocazionalí). - 
- Se prepară apoi soluţia de Odiston 34% în spă dis- 
"tată. Soluţia de Odiston se güsegte, . de regulă, în fio- 
ae de 20 ml gi PE concentratia de 755. Pentru realizarea 


` concentrației đe 343 dintr-o soda de 152 se aplică ur-. 


αι în care : 


| nătoarea formulă : 
a A 


να 23 ες 


C, = soluția ou concentraţia cunoscută (75%) | 
C, = soluţia ou concentraţia dorită (345) 

Yi = volumul cunoscut al soluţiei C, (20 m) 
το = volumul necunoscut al soluţiei dorite : 


In cazul n ifra 


Eo SR Aa Ie ρα 
© Deci, peste cei 20 ml Odiston cu concentraţie 75% 
se va mai adăuga 24, 11 πὶ de apă distilată gi ae vor ob- | 
ţine 44,11 ml de Odiston 34%. 
Se emestecí 24 părţi din soluţia 9% Ficoll 400 cu 
10 părţi Odiston soluţie 34% în ον tridistilatÁ, Se o- 
mogenizează bine, obtinfndu-se un enesteo cu densitatea 
1017. | "t | 
Amestecul ος ονομά pata filtrare (membrane. 
Millipore cu diametrul pořilor de 0,45 p) gi se ENST 
zează în vase de sticlă ou dop de cauciuc atoxio, ρᾶς- 
trindu-se la +4%, | 1 
Intr-un vas de oentrifugă ou diametrul mio (10 dea. 
20 ml) se introduce o parte din gradientul Fío011-0dis- 
ton peste care, cu o pipetă Pasteur bine efilată, se de- 
pune îidet; picătură cu picătură, pe ον csl ad ti- 
nut înclinat, o parte din sîngele recoltat în mediu de 
cultura ou heparină seu din suspensia de celule obținută 
din splină. 
Centrifugarea se face 18 viteza şi durate de timp 
condiţionate de caracteristicile speciei de a care pro- 


vin limfocitele, precum şi de lungimea braţului centrifu- : 


τ - 94 =. 

gei măăurat din centrul. axului pînă la extremi ta tea in- 
ferioară a m menținută în plan orizontal. 

| amo caz pus: Lintoci telor de om şi a unei ον «ρα 

hn raza de l4 om, rezultatele cele mai bune se obţin du- 
_pă.o oantrifi_are timp de 20 minute la 300 g sau de 15 
minute la 400 «, Dacă după centrifugare limfocitele nu 
s-au separat perfect de hematii, în sensul. că ον Lim- 

focitar nu este perfeot delimitat, iar eritrooitele nu 

sînt tine sedimentate, se repetă oentrifugerea le o ture- 
tie mai mare (400-600 K 

In “vasul de centrifugk, după centrifugare MN pa- 


(tru straturi prinoipale, preois delimitate (fig.l, A gi 


8). 


ter] 
Cy f^ Ck 


Di, A 7 —— εδ Pu 5 - = 


“Inainte de centrifugare După centrifugare (4 straturi) 
(2 straturi) | 
a = superior reprezen- | 8$ 7 PET diyéetoy (mediu + 


tat de sîngele di- hec plasma sanguină + trombo- 
luat în mediu gi ite) 
"p = inferior format din: Ὁ - stretul sub formă de inel 


= 29 - 


soluţia Ficoll- - cu limfocite ei monooite ` 
Odiston | o - soluţia de Picoll-Odiston 
αι. d - sedimentul de hematii gi 
celule moarte | 


Recoltarea celulelor după centrifugare se face 
“astfel cita | 
| - ge elimină step iki uio format aia | me- 
diul de cultură gi plasmă în oare se găseşte marea majo- 
ritate a tromboci telor, Eliminarea Be faoc ou ajutorul 
unei pipete Pasteur bine efilată sau a unei pipete ou 
bulă la care se ađaptează un furtun de cauciuc prin care 
se face aspitarea, i 
Celulele din inelul alb-sidefiu de la interfata 
 dintre gradientul P10011-04iatoa gi mediu ou plasma san- 
guină sînt aspirate gi trecute într-un vas de centri Zagă 
care conţine mediu de cultură pentru limfocite, 
Celulele se spală de trei ori prin centrifugare 

„timp de 10 minute la 180-200 g, şi se aduo 1a ooncentra- 
ţia dorită, | 

Dacă după prima centrifugare tn &redient Be consta- 
tă prezenţa unui mare număr de hematii în inelul de 11m- 
fooite, Be repetă operatia de separare, 

Separarea £renulocitelor PMN constă în lizarea he- 
matiilor gi îndepărtarea acestora şi a celulelor moarte 
din sedimentul celular, In acest Scop, sedimentul obţinut 
“prin centrifugarea sîngelui în gradient de densitate, for- 
nat din hematii, celule moarte gi granulooite PMN, după 
ti eplrtaros straturilor superioare din cupa de centri- 


fugare Se tratează în felul următor : 


- 26 Ead 
-= Cu o REA gradată de 10 sau 25 mi Tv m 
tată în mediu de. oul tură pentru limfocite) se măsoară 


^ volumul  Bedimentului, tranaferânău-l într-un genge Ber- 


r əlius de 50 sau 100 ml, De regulă, din 10 ml singe γε- 
mos rezultă con 3-4 ml de τμ αν eritrocitar bogat în 
granulooite: PMNe 

g Pentru ο EUM de sediment Be pun: 15 părți 
ἡ ἀνὰ o soluţie rece de NH,Cl O „84% în tampon Tris, Este 
“indicat: oa toate operaţiunile de lizare sk fie exeoutate 
18. reoe tătare pipetele eto. sk fie pástrate 18 «49C). 

ES Suspensia de celule $n soluția de NH,Cl Be 


b menţine 30-39 minute la 44? C. 


~. Apoi se centrifugk 10 minute la 150-200 g. 
Dacă liza este completă, după centrifugare se obţine un 
sediment celular alb, alcătuit aproape exclusiv din PMN 
gi un supernatant rogu. 

= Se elimină aüpernatantul şi se resuspendă 
| celulele E mediu de cultură, - 

- Se spală. de trei ori: ei se Reds ecu la 
conoentratia dorită, 


-YI. STUDIUL PRINCIPALILOR. FACTORI CARE CONDITIONEA- 
PR N N RO O O a ate 


ZA STAREA DE IMUNITATE 


T Tmuni tatea ADR Te neiecoptivitatea sau rezis- 
d tenta organismülut faţă de un agent infecțios sau fet 
“de. o anumită substanţă străină. 


` Această stare de nereceptivitate este condiţionată 
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- de ansamblul tuturor adaptárilor organismului transmise 
pe cale ereditar sau cigtigate în cursul vieții indivi- 
düale, precum şi de totalitatea ΕΚΕ care tind să 
mU constanţa mediului intern al L organismului, 

Aparatul defensiv antimicrobian cu care organisme- 
le sînt înzestrate este constituit dintr-o uerie de fac- 
tori, care dupá felul cum intervin fn apărarea organia- 
melor pot fi clasificați în : | 

A. Factori de apărare pasivi : tegumentul, mucoase- 
le, tensiunea Ορ în ţesuturi, indiferența ţesuturilor 
faţă de toxinele microbiene etc, 

B. Factori de apărare activi, care l8 ríndul lor se 
împart în : 

„a, Factori de apărare activi de natură celulară 

(fagocitoza gi pinocitoza); EJ 

b. Factori de apárare activi de Zaturk umorală = 
specifici (anticorpii) gi nespecifici (lizozinul, alexi- | 


na, properdina, interferonul eto.). 


6.1. Factorii de apărare activi de natură 


celulară 


In apărarea contra agenţilor străini organismul u- 
tilizează două mecanisme deosebit de importante gi anume: 
| fagocitoza (înglobarea de elemente corpusculare) şi pino- 
citoza (înglobarea de macromolecule). 

Pagocitoza este un proces biologic odas δα, cu im- 


plicatii majore în apărarea organismului, care cuprinde 


Ew 
B. serié. ae faze ce due 18 înglobarea si digerarea intre-. 
celular a particulelor atrăine pătrunse. în- organisma- 
` tunet. cînd natura chimică a acestora o permite. i 
Proprietatea de a fagocita o au anumite celule "11- 
bere" sau "fixe" ale organismului numite iagocite. Ansam- | 
. blul tuturor celulelor. ou „proprietăţi fagooitare consti- 
tuis. aparatul (nistemal), fagooitar. Acesta este reprezen- 
tat de celule: cu morfologie variată şi localizări dife- | 
Tite dar avâna comună capacitatea 4s, a zidodita gi pino- 


j cita ri 


6.1.1. Principalele tipuri de celule cu pro- 
prietăţi fagocitare 


Granulocitele PANN realizează eliminarea $1 distru- 
gerea intraci toplasmntică a particulelor inerte sau a 
bacteriilor. fu totalitate,- în timp oe macrofagele Sala 
PENT determinanţii antigenici care vor fi ulterior pre- 
„zentaţi limfocitelor în vederea deciangării reacțiilor 
“ imune specifice, Bă 
| Pentru a-şi putea realiza aceste funcţii biologice, 
celulele fagocitare sint inzestrate cu cîteva atribute 
esențiale gi definitorii. z- 
"ie activitatea de fagocitoză sau pinoeitozii; 
^ ES capacitatea de a adera 1a suprafețe cere le- 
conferă gi posibilitatea de a ataga la {membranë materis- . 
πα] care urmează a fi înglobat! | 
| ον 2 mobilitate pi resotivitate la stimulii ehe- | 


= P$'2 
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i notactioi; | ; 
| o - prezenţe în oitoplasmá a enzimelor lizozo- 
male. (1n. Qu la PUN) gi a receptorilor de membrană 
pentru fragmentul Fe a moleculei de imanoglobilină sau 
pentru unele componente ale „complementului, etc. 
Observarea fagocitelor tisulare se face pe lame 
| ai tele Ete (celulele Kupffer din ficat, plăcile Peyor 
ete). | 
Pentru observarea fagocitelor din sîngele circu- 
lant se execută frotiuri de sînge recoltat din pulpa de- 
getulut, 


΄ 


ὡς 2. VERITAS unui frotiu de t Ringe 
| Meteriale necesare 
- lame de sticlă; 
- cristalizoare cu carae; 
- baie de colorat Laveran; 
- ace seringă sterilizate; 
- alcool metilic; 
- Boluíie May-Grinwald; 
EX, soluţie Giemsa; | 
— = apă distilată neutră, 
"Pabhio8 executării frotiului | 


Protiul de singe constituie ο tehnioš de bază a mi- 
| eroscoy iei clinice, de executarea lui corectă depinzând 
o interpretare microscopică de calitate. | 

Se recoltează o picătură proaspătă de sînge pe fa- 
a inferioară a extremității libere a unei lame bine gle- 
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^ fuite. Síngele astfel recoltat se întinăe pe suprafața. 
unei alte lame curată gi foarte degresată. Lama pe: care 
s-a. făcut recoltarea este sprijinită. ou „marginea inferi- 
oară pe extremitatea dreaptă a lamei orizontale, in 808 


fel încît să formeze cu aceasta un unghi de 459 (fig.2) 


Fig.2. Intinderea frotiului de sînge 


Stratul de sînge obţinut trebuie să fie subţire gi | 
cel puţin une din marginile frotiului să fie ekesptk gi 
să păstreze o anumită distanţă pink la merginea lamei. 

Frotiul se usucă foerte repede, prin agit re n ᾿ 
aer; acest timp reprezintă o primă fixare e frotiului, 
Este recomandabil să se execute două frotiuri, unul păs- 
trânâu-se de rezervă, Se notează lamele. Protiul de sîn- 
ge este nereugit cînd este gros, neuniform, uscat lent, 
sau când -lame este nedegresată, 


6.2.1. Colorarea frotiurilor de sînge 


Colorarea frotiului de sînge se recomsnáá să se fa- 


că imediat după întinderea lui sau în primele 24 de ore 


Ld = 
de TA preparare, in frotiurile de UMS nefixete gi neoo- 

lorate, celuleie se alterează, igi pierd afinitatea tino- 
torială gi nu mai reproduc fidel toate detaliile morfo- 


logice. 


Coloraţie penoptick May-Grünwald-Giersa 
Dntoritá ames tecului de coloranţi acizi, bazici gi 


neutri, se vor colora toate componentele celulelor san- 
guine, în funcţie de afinităţile lor tinstoriale ( colo- 

Cratie panoptici). 

Colorarea se realizează în 2 timpi, în cristalizoa- 
re acoperite sau în băi Sr aa de v AY CR - tip Lave- 
ran, | i. | 

|  Timpul l.: Fíxarea - se realizează prin acoperirea 
frotiului. cu 15-20 picături din soluţia May-Grinwală 
(oare se găseşte gata preparată). După 3 minute se adau- 
gä peste această . soluţie acelaşi număr de picături de 

' apă distilată neutră gi se lasă încă. 2 minute, (Apa dis- 

tilată neutră cu pH = 7-7,2 se obţine prin neutralizarea 


„apei distilate care are un pH. acid, cu o soluţie de car- 


; κος de sodiu 14. Se verifică „pH-ul foarte corect), 


` Solutio ο realizează ?ixarea frotiului 
şi totodată colorarea elementelor acidofile gi a granula- 
iilor neutrofile ale leucocitelor. | 
. Timpul 2 : se îndepărtează soluţie de pe lamă şi 
fără să se spele, se acoperă cu: soluţie Giemse diluată. 
` astfel 2 picături soluție. Giemsa pentru 1 ml apă disti- 
lată neutră. Soluţia Giemsa preparată extemporaneu se 16- 


'sá 20-30 minute, iol. lama se spală cu. apă de robinet, se 
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usucă gi se examinează la imersie. 

i Reugi ta coloraţiei depinde de : calitatea şi con- 
centraţia colorantului; timpul de colorare; pH-ul apeí, 
acest din urmá factor fiind foarte inportant deoarece, 
ou soluţie prea alcalină se obţine o exagerare a arurme- 
tacromaziei αμα ou alterarea acțiunii Sozinin 
Soluţiile prea acide exagerează eozinofilia ex maschea- 
“ză efectul azurmetacromaziei, 

Intr-o eoloratíe panoptică reugită, aspeotul tino- 
torial al hematiilor apare ou o aui roz-rogiatiok.So-. 
luţia May-Grtinwald colorează bine citoplasma granulooi- 
telor gi granulaţiile respective, iar bolwtía Giemsa οο- 
lorează foarte evident nucleul gi granulatiile ezurofile. ᾿ 
|  Coloratia Giemsa rapidi - | 

_Protiul de sînge uscat bine prin agitare în aer se ` 
acoperă ou alcool metilic, "hreid de 5 minute, apoi se oo- 
lorează astfel 1 | 

- se acoperă lama ou soluţie Giemsa diluatk 
(2 picături oolorant la 1 ml apă distilată neutri) $1 se 
menţine 45 de minute; . " 

- se spală ou apă de robinet, se wsuck la ten- 
peratura oamerei gi se examineazá la imersio., 

Coloratii nereugite | 

l. Frotiu eu nuanţă roz-rogie, datoritk pE-ului fi- 
asa acid al soluţiei colorante datorită fie apei, fie oo- - 
lorantalui; uneori gi o spălare prelungită a frotiului 
cu apă acidă poate duce la acest rezultat, 

„2. Protiu albastra - cauze : pH-ul final al soluți-- 


^ i colorante a font alcalina datorită fie apei, fie colo»: 


entului; supracolorarea. lenei; e insuficientă; 


ΜΗ prea gros. 


= ie Yrotiu ou -precipitate = cauze = în cursul oolo- - 
ΠΠ frotiul s-a uscat; spălarea a fost insuficientă; 
Δ εί produs’ Bedimontarea colorantului fü atiolk (eaz in 
- eere trebuie filtrat); - ; ο | 
| FEM ἕν Protina supracelozat - Se va date ow alcool 
— "metilio, | | 
5. Protin 1nsufioient colozet - „se va recolora ou 
E Giemsa, | 
Examinarea frotiurilor de fuge colorate πο face 
B marginea 1ο, . acolo unde fagooitele (1eucooitele) din - 
sînge sînt bine conservate şi în număr mat nare, | 
-- Pegooitele (leucocitele) mononuoleare sau egranulo- 
| Monooitele sint elule mari, ou diametrul cuprins 
intre 15-25 pm, ou nucleul voluminos, ovalar, Teniform 


“aaa în potooavă, slab colorat, Ci ορ] απ în cantitate 


0, mare, slab bazotilă, de nuanţă spălăoită, ca rare granula- 


ţii azurofiie, în proporţie de. 4-53, Monocitele treo gi 

T în spaţiile extravesoulare ductnà rol de macrofage (fig. 

Lom a). pi 14 | | 
| F ΜΑ (leucooitele z olimorfonr leare sau 
| grenulooite | | | T SE 

„Au un νιν ou aspect polimorf, fragmentat ts 2-6 


doi, uni i unul de εἶτα] prin ette un fir subţire al 


(^ aromatină, Naoleul este colorat. în violei.Citoplasna ugor 


= τα 
acidofilK mos granulaţii specifice. Grenulocitele πο 
clasifică după Hune gi afinitatea lor tinotorială 
în : 

~ neutrofile (granulaţiile din citoplesmă au 
„culoarea violet-roz); se gáseso în conditii normale fn 

proporţie de 65-70% (fig.3,. b); 
| ~ eozinofile (acidofile) care se găsesc în 
proporţie de 1-35 (fig.3, e); 

- bazofile, cu granulatii puţine în oitoplas- 
má, de culoare violet-neagră, cae uneori se suprapun $i 
pente nuclen; se găsesc în proporţie de 0, 5-1,0% (fig. 

3, dd 


E e 


-— — --- 


Fig,» Tipuri de fagocite din singe : 


a - monoocit; b ~ granulocit neutrofi1; 
o = granulocit eozíinofil; 
d - granulocit bazofil, 


Neutrofilele au ca funcţie impotantí fagocitoza bac- 
terianá. Datorită prezenţei lor în sînge în număr mare, 
migrării gi mobilizării lor rapide ca urmare a chimiotac- 


ur yrs 
tismului lor, Xe constituie prima | linie de apărare ge- - 
lulerí, Leucooitele eozinofilo πα: ‘capacitate SETS 
ELO redusă, | 


6-3 Stmtină fenonenulai ce my 


Evaluarea activității fagoei tare este foarte impor- 


| 
tantă pentra aprecierea potenţialului imun al organismu- | 
eut. l l | ETT. | | 
ud ae κος, sînt folosite diterite tehnie: : 


3 - vizualizarea la. nioroscopul fütonio a celulelor 


x 


"C MER au | fegooitat particulele străine; 


U- maroarea radioactivă a materialului care urmează 
| a fi înglobat ei determinarea redionotivktiiii la nive- 
| +u celulelor fagocitare; 

| ο - colorarea pertitiiefoy străine gi determinarea 
apeotzototometrică a intensității fagocitozei, 


In cele ce urmeazi vom prezenta cîteva metode de 


d evidențiere gi evaluare e functiei fngooitare prin mícros- 


.Sepie: fotonicá - metode mai ` accesibile inis, d ου stu- 


dentii în laborator. 
| :  Migcaren leucocitelor Fey s brem miorobilor pot 
PEE urmărite prin metode mai simple sau mai complexe. 

| 0 metodă simplă este observarea fenomenului direct 
Bs picătură de sînge. Pe ο lamă de microscop se sgeză 
o pice tură dintr-o auspenaie de stafilocoo care Be lasă 
să se usuce, iar pe o lanelá Be pune. o pioătură de singe 


obţinută prin ial iure Spotul. | ! | 


--.- 

89 agazá apoi lamela pe lamá în aga fel ca să ., 
 formeze un strat subţire de sînge între lamă gi lamelă, 
Lamela se lipește pe margini cu vaselină sau cu paréfi« 
 nÁ cu punct de topire 56°C, cu ajutorul unei spatule în- 
 oflzite, pentru a împiedica uscarea sângelui, - 

~ La un mic oscop cu platina încălzită la 37°C se 
vor obaerra aipel: ile émoébeidels ale polimorfonuclenre- 


lor în direcţia stafilocooilor pe care-i înglobează, 


6. T Punerea în evidenţă a fegocitozei 
κ. "in vivo" 


Pentru punerea în evidenţă a fagooitozei "in vivo” 
se procedează mai întîi la cbţinerea unui exudat leucociti- 
tar, In acest scop se inoculează intraperitoneal la οο- 
bai, în două reprize, apă peptonată F | 

- prima inoculare se face ou 20 ml; 

- a doua inoculare, după un interval de 2-3 
ore, se face ou 10 ml de apă peptonatá, 

| După 2 ore de la ultima inoculare de apă peptonată, 

cobaii sînt $njeotati, tot η băț Y ou 5 ml sus- 
pensie de stafilocoo, inactivatk în prealabil timp de 30 
de minute la 60°C. Suspensia de stafiloooo se prepară du- 
pă tubul nr. 1 al scáfii Brom, Ἢ | 

La un interval de 30 de minute de la inocularea sus- 
pensiei bacteriene, se extrage prin punoíie exudatul pe- 
ritoneal, (bogat în fagocite) în soluţie anticoagulantă 
(oitrat de sodiu 2,5%), din care prin — se se- 


7-38 = 

punt. fagooitele T 

. Depozitul de leucocite obținut se spală de 2-3 ori 
în soluţie fiziologică gi se readuce, în final, în sus- 
pensie. Din această suspensie se fao frotiuri (asemănă- 
toare celor de sînge), se colorează prin metoda May-Griün- 
wald-Giemsa gi se examinează la imersie pentru a observa 
celulele de stafilocoo înglobate în citoplasma fagocito- 
lor. Se nunără 200 leuoocite bine colorate, nealterate 


 preoum gi celulele dà Stefi*ococ înglobate în citoplasmk, 


. 6.3.2. Punerea în evident a fagooitozei 


πια vitro" 


* Celulele tagoos tare recunoso 91 ingeră "fn vitro" 
 partioulele străine, procesal f11nà vizibil la miorosoo- 
: pul optic. ad 

| Intr-o eprubetă se amesteok în volume egale : i 
le Suspensia de leucooite spălate (obţinute ca ta Ji 
E fagooitozei "in vivo"). 

T Suspensia de stafilocoe. 

.3. Ser proaspăt de. cobai care. contine opsoni ne. t 
dioe naturali care facilitează fagooitoza), 

em După o. bună omogenizare a conţinutului, vidus se 
. _Antroduce în termostat la 370, avînd grijă să se at 
usor amestecul din 10 în 10 minute, | 

| is Pentra urmărirea etapelor procesului de fegocitozi 
mobilizarea leoucooitului spre corpul- fegocitabil, ade- 
` mtumea e drei x. eigo se execută frotiuri 18 
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diferite intervale de timp (15, 20, 30 si 45 de minute), 
se colorează gi se examinează la imersie. 

Cuantificarea funcției fagocitare ge face tot win. 
numărarea a 200 de fagocite oarefÎnglobat celulele de ` 
stafilocoo şi exprimarea procentuală a velorflor gi, prin 
numărarea particulelor înglobate Íntrscitoplesmetio. 


6.3.3, Evaluarea funcției fagooitare a fago- 
citelor din splină 


Materiale necesare 
| ~ suspensia de celule; 

- particulele care urmează a fi înglobate (bao- j 
terii oWesfte, exemplu : Staphylocoocus aurers, ciuperci 
omorîte, exemplu : Candida albio na, S&ocharomyoes cere- 
YÍ81884 sau hematii etc.); Ἢ | 

= tampon fosfat parih (TFS); 

- hekta de cultură pentru limfocite (IC-65); 

i ser fetal de vitel (SFV); 

- heparin; 1 | 

- plăoi Petri om diametrul de 6-10 om; 

— lame de atiolă; eb 

- stioclărie de laborator eto.; 

- cameră de numărat celule, : 


Tehnica de lucru 
Modul de obtinere n Disisdilgte4. de ce Lule. din patia, 


goarecilor a fost desoris la punetul Y. 
| Celulele obţinute după raclarea splinei sînt relu- 
ate în aproximativ 20 ml media de cultură pentru limfooi- 


2 


te 0-65. normal, (a heparink (adco T aa). 

t ` Deoarece &a»5pensia de celule este destul de via- 

„coasă, pentru spălare se poate adăuga mai mult mediu. 

| Se centrifugá suspensia 15 minute la 400 g pînă ου. 

 supernstentul. devine clar. Eventual se mai poate. spăla 

din nou în acelapi medius | l 

| Supeznatantul se înlătură prin decantare, iar de- 

M pozitul de celule: ge desprinde prin agitare ugoară gi se 

' rela în 5 ml 10-65. ou 5% SFV (ser fetal de vitel). 

Suspensia se omogenizează imediat prin aspirare ou 

| pipeta Pasteur pentru a se evita aglutinarea celulelor, 

EL. cazul aglutinării se pot adăuga cîteva picături de he- 

parină, pentru ca eventualele flocoane formate să κος 

pi. Suspensia de celule se TAn permanent pe gheață. 
| Se umple cinere de numărat celule (cu caracteristi- 

cile cunoscute) din. suspensia obţinută gi se numără celu- 


6 celule/ml de sus- 


lele în vederea ajustürii ei la 4 x 10 
pensie, 

| Testul de dati pe a funcţiei fagooitare se efectu- 
sail pe lamá normală. Pe suportul tívitei de colorere 8 
“lamelor ge ordonează lame de stiolá curate gi foarte bi- 
ne degresate. | ^ | 

"Cu ajutorul unei pipete se ἄγρας a lamă 3 ml sus- 

“pensie celulară (ajustată la concentraţia de 4 x 10 ο ce- 
lule/nl) avind grijă să nu curgă de pe lamă. Lamele age- 
zate pe suport sînt inoubate 1n termostat la 3T C timp de 
60 de minute (pentra aderarea fagooitelor). ΓΝ oare se 


spală în TPS oKl1dut aro. 


ET ο 

Această operaţiune se face treoîna lamele succesiv, 
prin 3 pahare Berzelius de 100 ml capacitate ou TPS 91 
 agiterea lor cu mîna pentru o cît mai bună îndepărtare 
a celulelor neaderate (limfocite, hematii), 

După spăl ::e, pe lame se adaugă 3 πὶ din una din- 
tre suspensiile de Staphylococcus aureua, Candida albi- 
cans, hematii de berbec În IC-65 suplimentat cu 5% SFV, Ἢ 
folosite $n testare. Suspensiile sînt ajustate astfel în- 
cît să sd ul eden : 

- 300 stafilococi pe fagocit; 
- 100 candide pe fagocit; À 
- 100 hematii pe fagocit, 

Urmează o inc are la termostat de 30-60 de minute 
la 37% după care lamele se spală cu TPS cald prin ο]ᾶ- 
tire în diferite pahare Berzelius seu prin turnare de 
TFS cu pipeta Pasteur pe Suprafaţa lamei menţinută în 
plan înclinat, pînă se realizează :depărtarea tuturor Ἢ 
particulelor nefagocitate (TFS care curge de pe lamă este 
limpede), | 

Imediat după spălare se acoperă lama cu o lamelă 
Şi se examinează la microscopul optic.ou obiectivul de 
imersie. Lama se poate fixa gi colora Giemsa, putînd fi 
examinată ulterior, | | m 

| Se numără minimum 300 de celule (macrofage gi PMN) 
care au fagooitat sau nu au ἡ fagocitat, rezultatele expri- 
mindu-se în ; | 
τὸ indice de fagocitare (I.F.) care reprezintă  - 


“procentul de celule fagocitare care au fagooitat, gi 


4 la = 
= i e mediu de aviditate: (I.M. Ave), respec= 
tiv numărul medi de particule fegocitate de cátre o. 
singură. celulă fegvcitará. 
Exemplu : Din 300 celule numărate, 263 celule nu 
au fagooitat iar 31 celule au fagocitat. 
Dacă : 300 ipu IgM er 1008 


3T e ee seeds sou) 48/9, ond b. D. o. x 


ματ ans. €, my 
300 Ἴ A | 


"Ta cele 37 delale care au κ at à B-au numárat 
m celule de stafilocoo, Rezultă deoi i 
E : 37 = 1,10 (I.M.Av.) 


6.3.4. Testul cu NBT (Nitroblastetrazoliu) 


| Gradul activității fegocitare sl neutrofilelor este 
corelat direct cu metabolísnul lor oxidativ iL poste fi 
studiat "in vitro" prin tehnioa ou NBT (Nitroblautetre- 
zoliu). | | 


Sărurile de tetrazoliu sînt pii organioi, a că- 
ror putere de reducere a pernia folosirea lor ca reactivi 
ο studiul enzimelor oxido-reduoátoare. 

Prin captare de hidrogen, sárurile de tetrazoliu 
treo din forma oxidatÁ, incoloră, în forak pe. brună 
închis, numită formazan. 

-NBT = alorura de tetrazoliu este Barea de tetrazo- 
ατα folosită curent în hinto-si eitoenzimologie pentru 
studiul metabolismului oxidativ al leuoooitelor. 


- 43 -. 
4 Colorantul IBT este redus "in vitro" de polinu- 
' felearele neutrofile care conţin enzime ,oxído-reduoktoa-: 
| fn mai mică măsură m polinuolearele eozinofile et 
monooite, Într-un preoipitent insolubil. brun-negru de 
| formazan, vizibil. în citoplasmă, 


y“ 


- Testul cu NBT esto o tehnică de colorare specială 


; . oare permite împărțirea : neutrofilelor în NBT - pozitive 


(neutrofile. ou „depozit de formazan în citoplasmă) gi 
| . NBT = negative (neutrofile fără depozit de formazan în 
eitoplammk). 

Testul. cu NBT se poate «Ἔλα ou em integrar 
sau. eu concentrat leuecei tar, | 

„Pentru testul eu NBT sînt necdsare e dues na- 
 teriale : | 

= Btiolute de penicilină ou Na, EDTA uscat : 

2 mg Na, EDTA pentru tehnica eu sînge integral gi 5 mg 
„HaoEDTA pentru tehnica ou eonoetrat leueoeitar, 

Pregătirea stiolufelor 

Dintr-o soluţie 14 de ies EDTA în - bidistilatk, 
se pipetează cîte 0,2 nl respeotiv 0,5 ml în stioluţe bi- 
ne curățate, Se lasă la evaporat peste noapte în termosta- 
tul de 3706. Stiolutele conţin astfel 2 mg respeotiv 5 mg 
anticoagulant, T E 

- Solnţie stoo de NBT (14) 
L.ovp ewe Do 10 mg 
Apă bidistilatk ......... 1 ml 

Se filtrează prin hirtie WHATMANN nr. 1 gi se páís- 

„trează la frigider (44? C), timp de efteva luni.: 


EM eg ΔΑ - 
- Tampon Michaelis, νᾶ » "Tp 
"NaCl soluţie 0,85% neutră ....... 90 ml 
Acetat-veronal soluție mamă sess. D Ml 
/Aeid clorhidric N/10 ... vie eene 5m 
. 86. np e IP Să pH-ul E se păstrează la +40 ὃν 
 Acetat-veronal soluţie mamá E 
^ Na acetat ο εν κέεέ ένο 19, 428 g 
Na veronal DIPL 29, 428 g 
i Apă bidistilată neutră adus ... 1000 ml 
| | Se poate folosi gi TFS cu pH = 7,2 , EE eiat de 
| 10 X, furnizat de Institutul Cantacuzino-Bucuregti. Cind- | 
se utilizează se diluează 1:10. 
A - Alcool metilic. 
- Soluţie Finish” 


6.3.4.1. Tehnica cu sînge: integral 


| | Se recoltează 1-2 ml singe într-o sticluf ou 2 mg 
„ MagEDTA, Se agită, Intr-un tub de 10 mm/100 mm se pun : 

20, 08 πι]. tempon Michaelis pH = "aa fi 4 s" 0, 02 ml NBT soluţie 
„1%. Se obţin astfel 0,10 ml NBT soluţie 0,2%, Se adaugă 

0, 10 ml sânge recoltat pe. Nap EDTA. 

Tubul acop rit ou un dop de vath umed se incubează 
în termostatul de 31 0. 30 de minute. După incubare se 
ei tif eprubeta gi Be întind frotiuri din acest amestec. 

. Frotiurile sînt fixate. ou aloool. metilio tinp de 5 minute. 
ET colorează ou soluţie Giemsa (1-2 picături colorant 1a. 


1 π] nh distilată neutră). timp- de 20 minute. Spălarea se. 


- 45 » 

κος ou apă de robinet, După uacare se examinează la ga: 
' bieetivul de imersie preparatul, numírindu-se 100 de po- 
penso neutrofile,notîndu-se neutrofilele NBT - Ἢ 
| pozitive Teele care conţin depozite de formazan), 

Exprimarea rezultatului se face în procente de ne- 
utrofile NBT-pozitive, , 

Exemplu : Din 100 polinuoleare numărate, 89 sînt | 
. NB? (negative) şi 11 NBT (pozitive), : 
Daek 89............... 100% 


mi *-ee99e60e06260200€ r 


——————  À— 
x »—H09. ,12/3 NST-pozitive 
89 


Valorile normale se situează intre 4-145. 


6.3.4.25 lehniea eu eoneentrat leucoei tar 


τ Se recolteazX 5 ml P într-o stioluță ou 5 mg 
NapEDTA, Se agită, Se toarnă proba într-un tub de 100 
mn/10 mm şi se fine înclinat la 45? le 3700, timp de ο 
oră. | i | 

Se + desir tnos e Bupernatantă tulbure cu o pi- 
petă într-un tub de 100 mm/10 mm, Se centrifughează timp 
de 5 minute la 3000 de turatii/minut. Se decanteezÉ su- 
perna tantul. prin turnare, apoi se ţine tubul ou ue în 
Jos pe o hîrtie de filtru. 

Se prepară 0,1 ml soluţie NBT 0,2%, amestecînd 0,02 
ml soluție 1% NBT cu ο, 08 ml tampon Michaelis p = 7,4 
gi ze adaugă peste sedimentul leucocitar. Se agită ugor. 


ab = 
„Se acoperă tubul cu un dop de rată umed si se kowe 


^ - Dează le 37%, 30 de minute. In continuare, se procedea- 


TOS oa în tehnioa cu sînge integral. 


| La indivizii sănătoşi, numai o mică ανν de 
polinucieare nent ofi reduce: NBT (max. 24%), Dacă însă 
| metabolismul oxidativ al neutrofileior este stimulat de 
Pers bacteriene (iesu. infectiilor), numárul de neu- 
άλας care reduc NBT. "in vivo" oregte mult, proporfio- 
nel cu activitatea fagoottară. 
Neutrofilele NBT-pozitive oresc mult in infeotiile 
bacteriene şi micotice, dar rămîn în limite normale în 
| infectii virotice. | | | 
l „Testul! cu NBT nu să informatii asupra sediului ina 
fectiei gi: nici asupra agentului ei patogen. După insti- 
| tuirea pf antibioterapii eficiente un teat NBT-pozitiv 
ridicat poate deveni «Spid- negativ. 
mentul cu NBT poste Sá: apară fals negativ la boina- 


-.Ψ1 cu ο infecție oae uet care recipi doze mari de 


- corticosteroizi, 


| Defecte enzimatice ale neutrofilelor care duo 18 


/disfunctia sistemului fagooitar pot fi dobîndite prin. 


boală gau terapie gi induc un test cu NBT fals negativ. 
Pentru a se diferenția de un test cu NBT real nega- 
- tiv se foloseşte testul cu NBT-stimulet. Leueooitele in- 
τς aividului testat sint stimulate eu AIN baoteriană, 
apoi se pun în contact cu colorantul. | 
} Dacă func tis fagocitară R- neutrofilelor este norma- 


1%, procentul de leucocite NBT-pozitive oregte mult după 


| «49. 

“stimulare. | 

ὃν tenk: ου J90-stimilat, negativ la o persóank i 

| infeotie bacteriană indick un defect da sistemul fagooi- - 


l tar. 


6.3.5. Determinsrea indicelui opsono-oitofa- 
|. Bio, oa Linterrelatie între procesele 


elul re 4 cele umora e de 1m tate 


Interrelatia dintre procesele celulare de imunita- | 
te gi cele unorale a foat stabilită încă din 1895, ofnd 
s-a semnalat pentru prima dată prezenţa în serurile imu- . 
ne a unor substanțe cu acțiune sensibilizantă asupra bao- 
teriilor,. făcându-le astfel mai ugor fagooitabile. Mai 
tirziu. s-a constatat că aubstante eu „aceeaşi acțiune de 
sensibilizare a baoteriilor pentru procesul fagooitar 8e. 
gÉseno şi în aerul normal, Aceste substanţe au font de- 
“numite opsonine (de-la cuvîntul ` grecesc "ορβαο” = pregă~ 
po pentru mîncare). 

Opsoninele din seral imun TE sînt | 
 temmostabile, au acţiune speoifiok asupra bacteriilor ei. 
P deosebesc de opsoninele prezente în serul normal care. 
sînt termolabile gi au acțiune asupra bacteriilor în ge- 
neral gi mai puţin asupra unei anumite bacterii care a 
produs inteoţia, | | 

Puterea opsonizantă a unui ser A: jene în evidenţă 


xia determinarea indicelui meer 


Te ca reacției o so -0itofa 


i 48. 
| Ele tele necesare : "leucocite obţinute din sta- 
τος uman sau exudat peritoneal de cobai; suspensis mi- 
crobiană (între 1-4 miliarde celule bacteriene/ml, in 
funcție à bacteria aleasă); yopdi LEER iru 
i normal (martor). . | | 

Presrerea lsdorhltelos | 

In casu folosirii leucocitelor din sîngele umar, 
se va intepa ou un ac áe 3eringá steril ρε] ρα. degetului 
gi se récolteszk coa 20 picături de sînge în soluţie an=- 
tiocoagulantă în proporţie de 8 părţi soluţie gi ο parte 
sînge, | : | 
| : Soluţia enticoagulentk se prepară din olorură de 
sodiu 8,5 ο, ο έτει de sodiu 15 g, spă distilată 1000 ml. 

Amestecul de sînge şi soluţie anticoagulentá se 


centri agheată, se îndepărtează supernatantul, iar depo- 


| zitul se spală de trei ori, prin centrifugare, cu ofte 

: 10 m ser fiziologio. Se îndepärtează lichidul de spăla- 
Tos Depozitul rămas va prezenta un strat superfioisl for- 
mat din globule roşii. Se înclină tubul gi se aspiră ou 
o pipetă bine efilată leucoooitele, apoi se depun într-un 
tub ou diametrul mio. | 

! Pentru obţinerea leuoooitelor de cobai se provoacă 
un exudat peritoneal, prin inocularea intraperitoneală a 
30 ml bulion steril sau apă peptonată sterilă. După 1-2 
.0re Be punoţionează peritoneul oobaiului gi se recolten- 
E exudatul bogat în leucooite. | 

| |  Recoltarea se face tot. tm soluţie antiooagulantă 
sar leucocitele obţinute sînt. spălate, prin centrifugare 


49 = 
"ou. sola lia fiziologică ca 91 în cazul leucocitelor din | 
sînge. l 

Prepararea suspensiei microbiene 

Din cultura. tînără. de 12-24 ore a tulpinii bacte- 
riene. dezvoltată pe mediu solid se prepară o suspensie: 
în soluţie fiziologică, care.să fie oít mai QE şi 
opaleacentă, | 

Serul de cercetat - 

Sîngele recoltat se lasă la termostat 2-3 ore, pen- 
tru separarea cheagului de ser. Serul obţinut se poate 
păstra la frigider 3-4 zile. Serul normal (martor) se re- 
coltează de la un individ sănătos, folosind aceeagi teh- 
nică, 

Tehnica reacției 

Se amestecă în cantităţi egale serul, suspensia de 
m şi leucocitele. Se termo.tateazk amestecul timp 
de 30. de minute la 37%, Concomitent se face acelogi a- 
mestec folosind în locul serului de cercetat un ser nor- 
mal-martor. | | 

„Din ROM amestecuri se fac frotiuri pe lame curs- 
te, degresate, se fixează în alcool absolut gi se colo- 
reazá ou albastru de toluidină seu soluţie Giemsa, In ca- 
zul speciei Mycobacterium tuberoulosis se utilizează co- 
loratia Ziehl-Neelsen (încălzirea efectufndu-se la 370 6). 

Citirea rezultatelor 

Se examinează 100 leucocite polimorfonucleare, fă- 
cindu-se sume numărului microbilor conţinuţi $n fiecare 


leucocit, In cazul unui leucooit care nu a fagocitat ni- 


= 50 =. 


„mio, se: sorte 1 calcul 0. Suspensia miorabiană este *i- 


ne făcută oînd „se obţine 15 = un număr de 2-4 mi- 


απο Ἔαμοοί ανά. pe leuwcooit. Hotarea se va face numai 
pentru leuoooitele bine colorate si distincte, in eazul 
unei fagositüri intense, eind mierobii siízt $n numár prea 
mare gi nu pot fi verset se va serie totdeauna cifra 
; 9«4 i 
| PutePéu opseniók a seralui rezultă din împărţirea 
3 numărului de miorobi găsiţi în 100 de polimorfonuoleare, 
1a 100. | v E Te dh 
“Indicele: opaono-citofegic se determină din rapor- à 
tul. dintre puterea opsonioÁ a serului de cercetat gi pu- 
-terea opsoniok a "serului normal (martor). 
Exemplu 1 dacă în 100 de Jl isone Lose 3-au gă- 
sit 300 miorobi, atunci puterea opsonioÉ a serului oer- 


cetat va fi: dro 
LT „100. | 


i Dacă serul normal are puterea opsonică 2 "i serul 
de cercetat are puterea opsonică 3, indicele opsono-eito- 
fagio va fi egal cou : | 


„puterea opsonio a serului cerontat Yi el 5 
9:2». 
puterea opaonică a serului martor α΄ 2: 


| Indicelo opsono-citofegie: se .foiosegte în: scop diag- 
, nostic gi prognoatio în unele infecții (aprecierea evolu- - 


* iei unei infecţii). 


VII. METODE DE IDENTIFICARE A DIFEZITELOR TIPURI 


πο... a e a ee 


„DE LIMFOCITE 


AT 


4: Granulocitelo, macrofagele şi limfocitele sînt oe-. 


| | ME μα 

lule specializate tn apărárea imună, rolul major în de- 
clangarea gi efectuarea reacţiilor imune specifice reve- 
nind limfocitelor (Ly). | 

Limfocitele sînt celule efectoare ale Pa μοι 
imune specifice, mediate celular sau umoral. Sub μμ... 
functional ele sînt foarte heterogene, fapt care a dus 
la împărţirea lor în mai multe subolase (tipuri) : Ly 7 
(timo-dependente), Ly B (burso-dependentă), Ly Killer 
(ucigage) care pot distruge celulele ale cÁror antigene 
de suprafaţă sînt sensibilizate cu anticorpi Ig G. 

Acestea nu au însă caractere morfologice distincte, 
de aceea trebuie diferenţiate ou ajutorul unor teste Bpe- 
ciale. : si 

Limfocitele T reprezintă 70-80% din limfocitele 
Mp κο) - pi au sub dependenta lor reactiile 1munologi- 
ce mediate celular. Limfocitele B reprezintă 8-15% din 
limfoóitels sângelui periferic., Ele secretă 1nunoglobuli- 
nele dupá transformarea blastică în plesmooite. 

Distribuţia tipurilor de limfocite din sînge nu co- 
respunde ou cea din ţesuturi, care variază $n diferite 
organe limfoide gi diverse stări patologice, t 

Evaluarea separată a tipurilor de Ly se face în 
sîngele periferic. Pentru identificarea diferitelor sub- 
clase de Ly, se folosesc divergi detezmánant? de pe 8u- 
prafata lor. | ! | ; 

Dintre acegtia, sint puk utilizați doi markeri de 
suprafaţă, specifici pentru limfocitele T, respectiv lim- 
rooitelé 3, ta testa mers Parit identificarea mi mumk- 


πμ συ EF 2 
a rarea acentoze 
τ decelarea inunoglobulinelor de suprafată, 
pentru limfocitele B; [ l 
- testul rozetelor (rozete. E), de aderare 8 

eritrocitelor de berbec de auprafata. limfocitelor, pen- : 
tru limfocitele T. 
| Limfoeitele B, olasa de limfocite, specializate ex- 
| elusiv $n'sinteza de imunoglobuline (1g), în urma stimu- 
ării antigenice ne transformă în plasmooite, celule e- 
"Sectoare ale imunităţii mediate umoral - care sintetizen- 
„ză gi secretă 1g cu funcţii de anticorpi, oapabili să re- 
cunoască specific. determinantul antigenio corespunzător, 

Tehnicile serologice uzuale pot. furniza informaţii 
corecte privind nivelul anticorpilor din eiroulatie dar 
nu permit estimarea numărului de celule secretoare sau a 
numărului de molecule de imunoglobulink sintetizate de 
| către o singară celulă. | | 
/ „Aceste informaţii pot fi obţinute experimental cu 
| njutorul diferitelor variante ale metodei rut n E" 
„ denumirea de; "hemoliza în gel". 
i Metoda permite atît identificarea funcțională a 
plasmoci telor dintr-o populaţie limfooitară cît gi deter- 


^. minarea clasei de imunoglobulină seoretatk. 


Un: plasmocit sintetizează doar o singură clasă de 
κ imunoglobulink cu specificitate unick, 

Prin tehnica plajelor hemolitice, celula secretos- 
re E fi identificată "in vitro" deoarece, atunci cînd 


E stimul: tă entigenio, seoretí anticorpi: care se fi- 


| -53- 

Xează pe eritrocitele din jurul ei, purtătoare a énfige- 
, nelor stimulante, lizîndu-le în prezența ^onplementului, 
- Zona din jurul celulei seoretoare apare transparen- 
tă οπώ κάν. motiv pentru care a fost denunitá "plajă". | 

“Anticorpii care aparțin olasei lg M, datorită nu- 
mărului mare de fragmente Fo de la cala unei singure. 
molecule, pot activa complementul "direct", de unde gi κ 
denunirea de metoda "directi" sau de "plaje hemolitice 
direote* (PHD), 


Tow. Determinarea celulelor formstoare de 
| plaje hemotitice (hemoliza în gel) 


Metoda plajelor hemolitice directe (PHD) ~ tehnica 


Jerne-Nordin. 

Principiul metodei 1 

Anticorpii sSecretati de către plasmocite se fixea- 
ză pe determinantii antigenici existenţi la nivelul mem- 
brenei hematiilor formînd complexe entigen-enticory care 
vor activa complementul, activare urmată de liza eritro- 
citelor, 

.In acest BCOD, hematiile de oaie şi limfocitele 
provenite de la animale stimulate entigenio cu hematii de 
oaie -sau' cu alte antigene, sînt înglobate într-un mediu 
nutritiv semi solid format din agevcz gi factori nutri- 
tivi pentru limfocite. 


Imunoglobulinele: anticorp, secretate de plasmocite, 


difuzează în jurul acestora, se leagă specific pe hematii 


Sau p antigenele fixate pe suprafaţa hematiilor, adăuga- 


N 
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rea. ul tertoară. a complenantulai duoind: la liza eritrooí-' 
ασε 14σᾶ - care în pânza de hematii apare ca. ο zonă cla- 
ră, transparentă, de dimensfunile unei. înpepăturt de 8ο, 
căile Ts regulă, în cenârul unei plaje hemoli tioe se gă- 
segto un singur plasmooit, iar în jurul lui, 18 micros- 
cop, se vád pereţii hoax 141105 lizate, 


Materiale. necesare | 
- Agarozk (oen nai recomandată este Indubioza 
E cue e A Mr δή KU 
t ` — Mediu de cultură pentru limfocite concentrat 
de. E x (10-65, 10199) RPMI-1640); | 
-- Tampon Tris; 


Tampon 1 foafat salia (TFS) concentrat de 10x, 


| pHe 1,21 


5 dcs de aozină 0,5% în TFS; 
= Ser fiziologio, apă distilată; 
- Ser normal de cobai sou alezină liofilizată; 
= Hematii de oaie; | 
| ο Eprubete de hemoliză cu dinensiunile de 
1/10 em; | 


| - Plkoi din material plastic dotată 

| sau "Nunc" o ou diametrul de 5 em; | | 

At. - Pipete Pasteur, pipete τση, pllnii míoi 
E RA, cilindri gredati de diferite dimensiuni; . 

| - Foarfece mici, curbe gi drepte; 

2 ia Stative metalice pentru eprubete; 

LEATS Seringi, ace de serfngi; 


- M£orosóop; 


2 ss ὦ 

= Termostat de 2106: 

- Centri? "ngÁ gi cupe de contrifugk din sttolk, 
cu capacitatea de 10 ml, 25 şi 50 m1; 

Nr de api reglată la temperatura de 4300; 

- Camere de numărat celule (Toma, Bürker- 
Türk, Neuerbaer); l 

- Animale donatoare de limfocite (gosreci), 
imunizate cu hematii de oaie sau alte antigene. 


mehnica de lucru 


. T.1.1. Imunizarea goarecilor (stimularea "in 
| vivo" cu hematit de oaie) i 


Hematiile conservate în soluție Alsever se spală 
de 4 ori cu ser fiziologic pria centrifugare, 10 minute 
la 800-1000 g cu eliminarea supernatantului după fiecare 
centrifugare. Se resuspendă 5% (o parte, sediment eritro- 
citar şi 19 părţi ser fiziologic), realizîndu-se o densi- 
tate de coa 10? eritrocite/ml. 

Soarecii. sînt inoculati intraperitoneal cu 0,4 ml 
din suspensia de hematii. In timpul inoculărilor, suspen- 
sia de hematii se va agita permanent pentru e se evita 
sedimentarea eritrocitelor gi inocularea animalelor ou 
cantități variabile de masă antigenic, 

Dupá 4 Mie, gosrecii se sacrifică pentru recolta- 

d 8plinelor din care se prepari suspensiile de limfociti- 
| te (aga cum s-a prezentat la punctul V), în care se gă- 
seso plasmocitele secretoare de anticorpi antihematii de 


oaie, 


7.1.2. Pregătirea materialelor gi determinarea 
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` numărului de celule formatoare de PHD 


æ Piecare probă se execută în triplu, pentru. 
“suspensia de. celule recoltate de 18 dia IE 8 
. fiinà necesare. afta PA tuburi de hemoliză, Tuburile se 8-᾽ 
gazá în atativele metalice din baia de. apă cu temperatu- 
ra menţinută constent 18 439c, jär pe masa de lucru ΒΘ 
asigură un număr de pipete gradate de 1 me. : 

| - Pe o suprafaţă plank, perfect orizontală, 
se agază plăcile Falcon (câte 3 pentru fiecare probă) ei 


- “se numerotează, Dacă avem de exemplu 10 probe (suspensii 


de limfocite), provenite de la 10 animale diferite, 3 


o. plăci se vor nota ou anml, alte 3 plăci ou nr.2 gamed 


a Un număr. de 3 Ῥ18ο1 se 'vor nota ou M (martor), în care 


se va turna peste stratul bazal, agaroză nutritivă având 
. înglobate numai hemațiile de oaie fără limfocite recol- 
| tate i la animalele imunizate, 
- Intr-un oilinăru ΜΈΝΕΙ sau in tub 2 hemo-: 
„ză, se pregăteşte ο. suspensie de 33% hematii as oaie. 
i in. mediu de cultură, Volumul „neoesar din această suspen- 
μάς, ge. calculează în report; ou. volumul de agaroză. nutri- 
) tivi necesar pere experimentul respectiv, tiníndu-se 
seama de faptul că, pentru 10 ml de agaroză trebuiesc 0,5 
ml din suspensia de hematii 334. | | | 
| Inainte de a fi amestecate ou agazoza, vasul cu 
-suspensia de hematii se menține la baia de apă de 43 ?e. 


| Etalarea. stratului basal în. plăci 
» Intr-un balon AERA sau un cilindru erodat 


= €T 
/se ten sale 50 ml apă bidistilatk. αν 

| - Se τμ φ 1,2 g de agaroză care se in- 
troduce peste apa din vas după care, acesta se agită u- 
gor punti dispersia agarozei în lichid, evitindu-se a.i 
derarea ei la pereţii vasului deasupra lichidului. 

- 8e mai adaugă încă 50 ml apă bidistilatk gi- 
se fierbe în baie de ἊΝ pînă la sopira completă a aga- 
rozei, 

- Dupá ríoire; se „coli batai cu apă bidiati- 
lată pînă la volumul de 100 ml (deoarece în timpul fier- - 
X berii o parte din apă se evaporă) obţinîndu-se o soluţie 
de 1,2% de agaroză, 

- Necesarul de agaroză 1,2% se calculează de 
la începutul experimentului, în funcţie de numărul anima- 
lelor imunizate, deci de numărul suspensiilor de limfoci- 
T: Dacă pentru fiecare suspensie sînt fe 3 plăci | 
Falcon, în care se toarnă oîte 2 ml soluţie agaroză pen- 
tru stratul bazal, în total este nevoie de 6 ml agarozk, 
La această cantitate de 6 ml se mai adaugă în plus 1,5 πὶ 
pentru agaroză nutritivă - în total revenind 7,5 ml aga- 
roză 1,2% pentru un goarece. 

| - Intr-un cilindru gradat Be toarnă o parie 
TFS concentrat de 10 x gí 9 părţi din soluția fierbinte 
de agaroză 12% (necesarul se calculează în funcţie de 
numărul de plăci pe care urmează a se turna stratul bazal). 
t Se omogenikessk rapid amestecul prin 2-3 
răsturnări alè o1lindralai, obținîndu-se o soluţie de a- 


garoză ou osmolaritate normală gi pH neutru, 


| RR | 
| σα ο pipetă gradată de 10 ml, bine încălzită la 
| Φιασᾶτᾶ (pentru 8 nu 8e solidifica agaroza pe No, 
ELO repartizează cîte 2 ml de ageroză în fiecare placă 
Falcon, După turnare, placa se înolină rapid de două- 
trei ori în pianuri diferite, pentru a se asigura o per- 


feoti ieri vs a gelului, după care se lasă să se solidi- 


... fice, la. temperatura camerei, cu oapacul întredeschis. he 


ohiderea „completă a plăcii poate duce la condensarea apei 

| pe capac gi prin diaeras pe pânza de hematii "le lizează, 

* Pregătirea: ogarozei nutritive Ma 
ο”. Hbri cilindru gradat se introduc $n părţi 


egale. P mediul de οὐ] ξανὰ" concentrat de 2 x (IC-65 Sau 


“alt mediu) ajustat ou bon Tris 18 pH = 8,5 gi înocăl- 


zit la. 43?C (menţinut în baia de apă) gi soluţia de aga- 
roză l; 2% în apă bidistilată, adusă 1s temperatura de 


„.55-600 C. 


P „= Se omogenizează rapid, prin două-trei rás- 
turníri ale cilindrului (astupat ou un dop de stiolÉ sau 


„de cauoiuc atoxic) obtinindu-se în final un amestec de 


τ΄. ὍΝ 5% ageroză în mediu de cultură cu concentraţie ^ ee 


decr pli în jurul de 7,3-7,4. 


= Se adaugă volumul necesar din suspensia de 
E hematii de oaie 33% încălzită la temperature de 43°C, în 
„vederea realizării proportiei de 0,05 ml; suspensie hema- 

ο ο 1 egaroză nutritivă, - t 

s ) Amesteoul Be omogenizează rapid prin două- 

trei răsturnări ale cilinărului după care, Vasul. se in- 

troduoe imediat în baia de. pă ou temperatura κ de io C a- 


—- 2... 
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vírdu-se grijă ca întreaga coloană de agaroză să fie sub 
nivelul apei calde pentru a se evita solidificarea gelo- 
zei în Poartă care s-ar afla deasupra nivelului apet, 
~ Cu o pipetă gradată de 5 ml, preînoălzită 
în flacără, se repartizează cîte 1 ml din as eteoă! dé 
agaroză ou hematii, în tuburile de henoliză aflate în 
stativele din baia de apă, Pentru Sn αἰ οἴλον pi- 
cături de geloză ou hematii rămase pe fsfetii interiori 
ai tuburilor, fiecare tub este ugor agitat, după care | 
este imediat introdus în baie. 
Prepararea suspensiei de sl eso te 
- Soarecii sînt sacrificați prin secţionarea 
vaselor cervicale ou ajutorul unei foarfece drepte gi 
foarte bine ascuţite. Momentul optim al determinării nu- 
mărului de PHD în splină este la 4-5 zile de la stimulul 
antigenic. După această dată, numărul celulelor formatoa- 
re de PHD începe să soadă, Modul de obtinere a susSpensíei 
celulare din splină a fost prezentat la punotul V. 
- După itika suspensiei celulare aceasta 
Be centrifuchasRi o singură dată la 180 g timp de 10 mi- 
nute. Se elimină supernatantul iar sedimentul de celule 
se resuspendă într-un volum bine determinat de mediu de 
cultură (“ποάρια în 10 ml mediu), 
Pi | - După onegéhinaPé péPfootk, în godeul unei 
plăci sau într-un tub de hemolizk se amestecă 0,2 ml din 
suspensia de celule cu.0,2 ml din soluţia de eoziná 0,55. 
- Se ewe basi bine gi se numără (în came- 


ra de numărat celule) la microscop oelulele vii necolo- 


- 


266 - 
rate. i | | 
- Suspensia de celule se ajustează apoi (pa 
baza fexüftatülui numárátorii) la concentraţia de 1 z l 
106 celule vii/ml de mediu de cultură. 


 Etalarea egarozei nutritive în plšcile Falcon 


/- Din suspensia de 1 x 106 celule/ml de mediu, 


se introduce rapid un volum de 0,1 ul (1 x 105 celule) 
într-un tub de hemoliză din baia de. 43 °C oare conţine H 
ml de AEK CURA, nutritivă gi hematii de oaie, 
| - Pentru omogenizarea celulelor, tubul se 

_ mooate imediat din stetivul din baie, se sterge ou un ti- 
fon pe pereţii exteriori, se astupá cu pulpa degetului hi 
mace" gi se $nolink rapid de două-trei ori, prin mi goări 
de rotaţie ale antebraţului, ας | > | 

- Conţinutul tubului astfel omogenizat se de- 
pune pe stratul bazal. din centrul plăoii Falcon numerota- 
tá corespunzător, Placa se poate 1nolina ugor pentru a 
se realiza o etalare perfectă a selosei nutritive pe toa- 
ET suprafața ei. Pentru fiecare suspensie da celule (deoi 
pentru fieoare. goarece ο. se foloseso ofte 3 Ier: 
gi cîte 3 plăoi Falcon. 

- Toate aceste operațiuni si se execută rapid 
i pentru a Be evita Bolidificerea gelului. 
0-7 Martorul în experiment este reprezentat de 

3 plăci Paloon în care peste stratul bazal, se stai desi 
` egaroze. nutritivă ou hematii dar fără limfocite. 
| „Cu ajutorul acestui martor se. verifiok dacă hema- 


tiile sînt bine dispersate tn να, dacă sînt sufici-. 
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ente cantitat tiv eto. O cantitate mică de hematii în «7 
| roză face ca mediu să fie trareparent, de culoare slab 
rogietică, iar în cantitate mare, este rogu inohis şi 
opac, Unele infecții cu bacterii gau ciuperci pot forma 


zone de hemoliză care. apar ca nígte "false plaje" fn 


| stratul de Κως 


~ După etalare, plăoile se lasă aproximativ 
10 minute la temperatura camerei în vederea 8Solidifichrif 
agarozei: ei apoi sînt introduse într-un tezmostet timp 
de 24 de ore la 37°C (în oare în mod obligatoriu trebuie 
să existe un vas ou apă pentru a se asigura o atmosferă 
umedă), In lipsa acestei atmosfere, stratul de agaroză se 


usucă iar experimentul este. compromis), 


7.1.3, ditia plíoilor gi exprimarea rezul- 


tatelor 


- După incubare, fiecare placă se dear ou 
2,5 nl dintr-o soluţie 10% ser normal de cobai în TPS, 
| - Reincubare timp de o oră le 370, 
=- Eliminarea serului. de cobai prin simpla rás- 
. turnare a plăcilor, 

„= Controlul plăcilor martor. Dacă pe aceste | 
plăci apar zone de lizá similare plajelor hemolitice, ex- 
| perimentul este ratat. Dacă pe plăcile martor pinza de 
hematii este intactă (fără zone de 1iză) se trece la nu- 
mărarea plajelor hemolitice din: plăcile cu probe care oc 


coru tudine sînt rezulta tul unor reacţii imune specifics. 


-622: 

- Se numără plajele apărute $n. DRA de he- . 
matii din agaroza nutritivă de pe fieoare placă, Se re- 
comandă oa fiecare plajă numărată să fie marcată cu un 

punot le tus, pentru a nu se citi ce două ori, 
| 5 - 8e danh: bra valorilor obţinute pe toate 
cele trei plo pe care a font etalată aceeaşi B a 
de celule gi Be exprimă fie. raportat. la iz 10 (2ΗΡ/ 106 
'splenoétte; fie la toată populatia de celule din splină 
-PHD/eplink). | 
| | dă Atunci οὐ πὰ Sal οφίάς sînt exprimate ca nu- 
măr ΡΗΡ/ 106 splenotite, media valorilor se inmulteste cu 
| 10 deoarece pe fiecare placă au fost depuse celulele din 
To. l ml suspensie gi nu din 1 ml suspensie. 
| | - In cazul în care, valorile. finale sînt ex- 
primate oa EM PHD/splină, se înmulțește nr. PHD/10€ cu 
nr. de milioane de limfocite gásit in fiecare splină, nu- 


^ már cunosout deoarece resuspensionarea apienocivelor după 


„spălare's-a făcut întrun volum determinat de mediu de 
cultură” (ae regulă 10 t pentru splina unui /gosreoe). 
Este bine ca velorile să in exprimate în ambele 


forme, 


T EE Tehnica rozetelor 


 Linfocitele T umane posed la nivelul membranei re- 
ceptori pentru erítrocitele de oaíe, denumi ţi receptori 
E, prin intermediul cărora leagă. spontan hematiile aces- 


tei specii, formînd "in vitro" rozete neimune cunoscute 


EI 


. Sub cenumirea de"rozete E" (E de 1a eritrooit). 


Receptorul E este un merker al limfocitelor T ar 
στον στο τ.μ TOT 2.9923 
permite evaluarea procentuală e ecestora, indicator im- 


potant pentru aprecierea Sintus-ului imun al oTgenisun- 


lui, cunoscut fiind faptul că în unele boli, popula te de 
limfocite formatoare de rozete E suferă importante modi- 
ficium 

Legarea hematiilor de oaie la receptorul E de pe 
limfocit mai este influenţată gi de alţi factori; 
l ~ PAEA la care are Ίος devait ti ro- 
zetare; 

| - durata timpului de menţinere în contact e 

limfooitelor cu hematiile, - 

La temperatura de +49C, praeotio, toate limfocitele 
T rozetenzá dar, prin scurtarea timpului de incubare sau 
prin creşterea temperaturii se induc însemnate modificări 
în procesul de legare, .. | | 

In aceste conditii, numai anumite subpopulafii de 
celule T cu receptori E de "mare afinitate” maí pot ro- 
zeta, De regulă, după o incubare de 16-24 de ore la +49, 
toate limfocitele T rozetează cu hematiile de oaie for- 
mind rozete "E totale" (E). | 

Receptorul E poate fi desprins de pe membrana lim- 
fooitelor T prin diverse procedee : extracţie cu KCl, 
proteoliză enzimatică, sau prin incubarea 1 mfooitelor 
la 44506, 

Celulele mem după ce au fost incubate timp de ο 
oră la «4550 19i mai păstrează capacitatea de rosotnre 
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er sint PEPE EI ou receptori B termoreziatenţi: $i a- 
: parții subolasei de limfooite T ΒΙΡΙΘΒΟΒΣΘ. 

Rozetele E formate în aceste: condiții au fost de- 
unite rozete "Eig" ei identifiok s»bpopulatio limfooi- 


telor T supresoaree 


1.2,1. Rozete E totale (E A 


Principiul metodei ο 
Receptorul pentru eritrooite de pe ; el limfo- 


oitelor T recunoaşte un. lAgană existent pe pet rers he- 
matiilor de oaie, Legarea ligandului la receptor este e- 
videntiatá prin atagarea hematiei la limfooit gi TAS 
rea unui complex vizibil la microscop sub formă de roze- 

| In funcție de numărul gi poziţia receptorilor E pe 
suprafaţa celulelor T rozetele pot avea uspecte diferite: 
morulă, de rozete "complete" sau de rozete "incomplete", 


Materiale necesare 


- Sînge periferic, oa suiti de limfocite; 
= Hematii de oaia; 
>=- Tampon fosfat sslin (TFS); 
"= Mediu pentru limfocite IC-65; 
Heparină (fiole a 1 ml au 5000 U.I.); 
Ficoll,og; Odiston (fiole a 20 ml, soluţie 


15%) 

| - EozinÉ 0,5% sau albastru. de tripan soluţie - 
0,25% în TFS, albastru de toluidină soluție 0,2% în TFS; 
pb, - Ser fetal de vitel (SFV); | 
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- Tuburi. de hemoliză ou diametrul de. 10 mm, 
„dame de sticlă, lamele, camere de numărat celule, mioro- 
άρα, virfuri pentru nioropipete din material CAE 
.= Pipete Pasteur ou tetină; 
Jmm Microscop, frigider, termostat, aivi feni 
gi cupe de centrifugá, baie de apă 1eglabilk la 29%, 
ος Tehnica de 1αοσα | 
| ` = Se recoltează 10 ml sînge venos κ tub 
de centrifugă de 25 ml oapaoitate (steril şi păstrat la 
rece pînă în. momentul întrebuinţării) oare conţine 13 
ml mediu 10-65 1 0,2 πὶ heparink (din fiola de 1 al ou 
5000 U.I. heparină), realizându-se 100 U.I. de heparink 
pentru fiecare ml singe. ᾿ 
Caloulul se face în modul următor t p pentru cei 10 
ml sînge recoltaţi eate nevoie de 1000 U.I, heparină,: 
Dacă l ml ὝΠΟ conţine 5000 U, I. 


x 9999990 999ο04 20500 1000 US Lek 


Li 


- Se m foarte bine Men PM pentra « a 
se evita coagularea; 
~ Separarea celulelor (după cel mult două ore 
de 14 ul) pe gradient de densitate 1,077. 
Mediul de separare : Picoll-Odimton [10 ml Odiston 
344. + A ml Ficoll 9%), Metoda este descrisă la punetul 
5.2.1. ως 
„= După separare, limfocitele se spală de trei 
E oxi prin centrifugare timp de 10 minute la 200 g în mediu ᾿ 
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10-65, tenponat ou Trie; 

- După centiifugare în vasul de. centrifugk. 
yon. avea : un depozit dé mononuoleare ΓΗ hematii gi un 
strat format din 10-65: eu trombooite si urme de Ficoll- 

Odiston; l l idu 
.- In mod normal, hematiile nu trebuie să apa- 
ză der, funcţie de. condiţiile de separare şi afecțiunea 
„persoanei de la care s-a recoltat sângele, uneori sînt 
| prezente hema tile; 4 { 

- Supernatentul se înlătură prin decantare; 

y Depozitul de pe: .fundül tubului de centrifu- 
gà se , desprizăe printr-o lovire uşoară a eprubetei de 
| poma | mâinii stângi; 

- La sediment se adaugă Jo ml de mediu IC-65 
> gi se οποροπ!268αἄ ugor. Se obțin 10 ml de suspensie ce- 
luleráj, " | 
WE. | = se introduce: într-un. godeu al unei plKoi 
0, 2 ml eozină 0, 54 * 0,2 mi suspensie de celule + 0,2 πὶ 

| acid acetic glacial 10% Căii zu evidenţierea spala ut | 
limfocitelor 81 pentru a scăpa de hematii); 

. - Din acest amesteo se umple camera de număra- 
. pe celule, exemplu camera Neuerbaer, se numără numai lim- 
focitele vii. (monocitele pi. PMN nu se RUMAA), La celule- 
1c vii nucleul apare albicios comparativ cu celulele 
moarte unde nucleul τέρμ rogu.. Vom avea : 

P Nr, Ly citit r2r 104 = nr.Ly/ml aunpenate; 

B. Nr, Ly/ml suspensie x 10 ml suspensie = Nre 


totar Ly recoltate; ' τ 
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(C. Nr. total Ly recoltat : 10 (nr. ml Kr 
recoltat) = nr, Ly/nl sînge. 
Exemplu : Dacă s-au citit 50 limfocite ; | 
| k. 50 x2 x 10* = 100 x 10%. Se aduce la 106; 
100 x 10* «1 x 106,. 


pda κ 106 r 1ο -.10 x 106 (total limfocite 


(nr.ml 

de mediu 

în care Ὃ 
s-a relust 
sedimentul) 


: 10 = 1 x 108 (limfocite pe πὶ 


recoltate) 


C. 10 x 106 


sînge), 
σ᾽ Valorile normale ale limfooitelor/nl sînge : între 
0,9-1,2 x 10$. 
- Se centrifugă suspensia de limfooite (tubul 
ou limfooite în cei 10 ml IC-65); 


- Sedimentul se resuspendÉ într-o cantitate 


de IC-65 caloulată astfel încît să se realizeze o concen- 
tra 15 de 4x 10$ celule/ml de med 
| In exemplul nostru : B = 10 x 106 (total Ly τουο]- 
tate). 
Dacă : 4x 10$ o... l Bl. 
10 x 105 o... X | 
RN 
Tot depozitul se va relua deci 2,5 ml 70-65, 
- Hematiile de oaie, între 5-14 zile de la re- 
coltare gi conservare în soluţie Alsever, se spală de do- 


uk ori în TFS gi a treia oară în mediul IC-65; 


πμ, ο δι. 
-. E ultima pilae, - eritrooitele se παπά τά 
BD 8e Vesuspentk în mediul 10-65 ls densitatea de: 1% 
 BAstenul de Aozetere . 
A" tuburi mici de centrifugk ou diametrul 

ae: 10 mm Be introduo z 

y 50 jl suspensie as limfoolte 

`a 100 pl Buspensie hematii. de οὐδ 1% în. Dr. 
26$ (a. x 107 eri trânite), reslizírdu-se zaportul de 100:1. 
Leritronite/Lnfocitly ze | 
- - 1001 SFV; 
| ; - Tuburile cu amestecul de hematii gi limfoci- 
ET pentru rozetere, se centi fugă 5 minute la 100 g, se 
ETT “ou dap: de plastio gi se Íntroduc în frigider (4490) 
po a doua zi (16-24 âe ore); 
| r -= După incubare se adaugă în tuburi 0,1 ml al- 
Scd de toluidină 0,24 în TFS iar după 2-3 minute sus- 
pensia se omogenizează ugor prin 2-3 aspirări gi elimi- 
mări, lente ale Bedimentului iu'adutorut unei pipete Pas- 
teur cu tetink; | | 

- Se depune o picătură din acsaată suspensie 
ret pe camera de numărat celule (hemocitometru), fie pe 
. o lamă de microscop acoperită apot. ocu o lamelš; 

Se Se numără. 100 de limfooite care. au format 
ded nu au format rozete. gi. se caléuleazk procentul de row. 
zetare. Se consideră rozete numai acelea care au minimum 
-3 eritrocite. atagate la un 1imfocit, Rezultatele se ex- 

primă în procente, | «idu 


es | Calcularea procentului de celule formatoare 
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de rozete E, se face după formula : 
c % celule formatoare de rozete Βα = Br.oelule rozetate — x 
pahe . 'nr,coelule rozetate οἱ 
nerozetate 
x 100. E 
Besa : áii 100 limfocite numărate 65 sînt roze- 
tate gi 35 nerozetate, Aplicind formula fi x 106 = - 


65; % E, = 65... 
La subiecții normali procentul de VAN TA 
sîngele periferio formatoare de rozeto E, este de 644 2, 
Rozetele pot fi citite gi pe n aede usoate. In 
acest scop Be procedează astfel : 

=- Suspensia de celule se otalează pe toată su- 
pou lamei de microscop după care lama se înclină la 
cca 459 » excesul de lichid fiind absorbit ou o bucată de 
hîrtie de filtru, 

- Usoare rapid a lamei, menţinută tot $ncli- | 

nat, eventual la un ventilator, 
| - Pixarea timp de 3-5 minute în aloool metilio 
absolut, 

~ Colorarea ου soluţie Giemsa diluatk în apă 
„distilată (1 ml soluţie Giemsa si 49 ml apă distilată), 

z Uscarea lamei la temperatura osmerei, 

- Se citeso 100 de Ly rozetate gi nerozetate 
gi se calculează E E de celule formátoare de rozete 
OE.e | 

| 1.2.2, Rozete Ejs 
Principiul metodei 


- πο. - 
ldmfooitele T. supresoare ca ) au receptorul E re- 


"zistent termic, Incubate timp de o oră la +4590 nu-şi 


pier receptorul, păstrându-şi capacitatea de. rozetare 


£j spre deosebire: de restul limfocitelor care, după un | 
: astfel de tratament pierd receptorul si nu mai formează i. 
` rozete B e | 

Materiale nAn 

. ~ Toate materialele indicate la tehnica roze- 
telor E;. 
A = o baie de apá cu | tenperatura de: asa c. 
| tehnica de luoru 


o. parte din suspensia de Taai ce ώς. 4 x 10$ 
| limfooite/ml în, mediu 10-65 este folosită pentru determi- 
; narea procentului. () de celule formatoare de rozete E,, 
conform tehnicii desorise anterior. zh. 

AltÉ parte, este folosită pentru determinarea pro- 
ceritului de limfocite T, formatoare de rozete Έῃο. In 
acest scop, suspensia este adusă 18. concentraţia de 2 x. 
106 celule/ml de mediu IC-65 tamponat cu Tris, Mediul nu 
este suplimentat cu SFV. 

Tuburile cu celulele astfel suspensionate sînt in- 
cubate o „oră într-o baie de apă 18 temperatura de +45, 
ou agitare din 15 în 15 minute (pentru redispersarea lim- 
focitelor gi îndepărtarea receptorului E detagat de mem- 
brani). $ | 
| la sfírgitul. incubatiei, când pm au Most 
detaşaţi de pe delulk, suspensia . p spală de trei ori în 
mediu 10-65. După ultima spălare, sedimentul este readus 


PA + ο 
limfocite/ml mediu 70-65 nesuplimentat cu SE 


| gi folosit pentru testul de rozetare E,s* 


la 4 x 206 


Sistemul de rozetare 
` 50 pl suspensie de limfocite 
- 100 ul suspensie de hematii 
- 109 pă SFV 

Ahestecul se face in tuburi mici de centrifugk. Se 
centri fughează 5 minute la 100 g, se astupă ou dop de 
plastic gi 8e pun la frigider Müt pînă a doua zi dimi- 
neat. 

Se: cit»gte apoi numărul de limfocite care au legat 
cel puţin 3 eritrocite. 

Exprimarea rezultatelor 'se face procentual, rapor- 
'tat la procentul de limfocite formatoare de rozete E, à 
considerat arbitrar oa fiind 100, 
| Valoarea obţinută reprezintă procentul (4) limfooi- 
“telor T, formatoare de rozete E,s în circulaţie, 

De exemplu : 

Dacă au fost găsite 65 limfocite formatoare de ro- 
zete E, şi 4% limfocite care au.mai format rozete E după 
idekia timp de o oră la «4550, atunoi procentul de ro- 
seti B, 5 se caloulează astfel : 

σον να vis eta ΘᾺ 

Da Ελ, ος 


400 


xx = 6,1% rozete UL 
La indivizii normali, procentul. de limfocite forma- 
toare de rozete E 45 este în jurul valorii. de 10%, Acest 


procent oregte 18 persoanele în vîrstă sau la adulţii cu 


| Meteo i. 

( diferite efectiuni ale sistemului imun, Creşteri însem-. 
mate de rozete E45 se întâlnesc la bolnavii ο σα sindromul | 
Amunoăetioienţei dobindite (AIDS) et la cei cu boli neo- 


Á 


plazice, 


1.3. Inhibitia migrării macrofagelor ᾿ 


Semnalele primite de la antigen activează limfoci- 
dee care vor sintetiza media tori solubili cu multiple 
implicații biofunctionale cum ar fi de exemplu : recruta- 
T gi atragerea unor celule la locul agresiunii. "In vi- 
„von, iniţial este antrenat un număr mic de celule antigen 
reactive care secretă limfokine ce vor stimula sí atrage 
un număr. tot mai mare de limfocite, macrofage, granuloci- 
te PMN, aie: Unele dintre aceste limfokine inhibă migra- 
| rea macrofagelor Sau PMN retinindu-le 18 looul infectiei. 
Este cazul "factorului de inhibitie. 8 migrării macrofage- 
-lort (MIF = migration-inhibition-factor) gi a "factorului 
de inhibiţie a migrării leucocitelor” (LIF), factori se~ 
cretati de către limfocitele T, Inhibitis migrării. Peste 
fi realizatá gi "in vitro", procea ce gi-a găsit aplica- 
rea în evalueres reacției orgenismului β524ξ faţă de | 
trexsplantul de bai în reacţii autoimune, eic. 

| Au fost puse la nunot diferite. tehnici de evaluare 
a inhibitiei migrării: macrofagelor sau “leucocitelor. Exis- 
tă în prezent o-gamk largă de tebnici ἀξ lucru care-gi 


găsese aplicaţii: în cercetare sau clinică, 


| “Principiul metodei 


' Maorofagele, atunci cînd sînt incubate "in vitro” 

au tendința să se răspîndeasoš în diferite directii. 

Migrarea lor poate fi inhibată dacă în vasul de 
cultură există limfocite gí antigenul care a stimulat. 
"in vivo" limfocitele; acestea venind din nou în contact 
cu el, eli berează MIF sau LIP care inhibă migrarea. MIF 
gi LIP nu au specificitate de specie, inhibitia migrării Ἢ 
putind fi efectuată atît cu celulele aceleiaşi specii 
οἴ: si ou cele ale altor specii, In primul caz se folo- 


seste aga zisa"metod directăncare constă în cultivarea 


limfoci telor şi macrofagelor în prezența- 'antigenului, MIP 
eliberat de către limfocite inhibfnd migrarea macrofage- 


lor. In cel de al doilea caz, se io ο "metodk in- 


directă" oare constă din cultivarea limfocitelor umane 
în prezenţa antigenului : gi folosirea mediului de cul tură 
(după dializă şi concentrare) în care acestea au elibe- 
rat MIF, pentru inhibitia celulelor din exudatul perito- 


. neal de cobai, 


T.3.1. Metode directe de inhibitie a migrării 


macrofagelor 


Se utilizează im scop experimental folosindu-se ma- 
crofage recoltate de 12 animale sau în scop clinic, cu 
macrofage recoltate de la pacienţi. 

| Metodele directe sînt reproductibile, dar au  desa- 
vantajul că necesită un mare număr de celule, fapt care 


le limitează πο, mai ales în essal pacienților de 


D -T4- i 
1v eire ας Se pot recolta cantităţi prea mari de sînge, - 
| | In scopuri experimentale se pot folosi tehnicile 
de inhibitie a migrării macrofagelor din fragment de or- 
gan, uin coagul de sînge, din tub capilar, sub gel de 
i agar, etc. | | 
x i Materiale necesare 


- Limfocite recoltate TM sîngele periferie 


sau din organe limfoide; 


= Macrofage din exudat peritoneal, splinÉ,eto; 
t3 ~ Antigenul sensibilizant, mediu de cultură 
pentru limfocite, ser fetal de vițel; 
- Tuburi capilare ou diametrul de oca 0,75 mm 
σος pentru hematocrit; | 
- Camere de E emestec de parafină cu 
Cid eta, hîrtie de calo sau hîrtie Whatmann; 
- Balantü analiti că, un dispoz itiv de proteo- 
E gi ἍΝ a ariilor de migrare; 
! - Agaroză, cadru metalic abia fixarea Laue Ν 
dor pe care se toarnă stratul uniform de sirik 
- Tub metalic cu diametrul de oca 2 mm, bine 
ascuţit, pense anatomice. fine, seringi, ace M seringă; 
= «μη diamant pentru tăiat capilarele sau chiar . 
o leni àfnjati pentru tăiat fiole; 


dn 4 
- Centrifugă, termostat, ew 


πανε, ταν cutu migrării maorofagelor din 
| tub capilar | 


Ca sursă de macrotage şi granulooite PMN se poste: 


-- 


-Τ1δ- 

folosi splina sau “sîngele periferio. In cazari în care 
89 folosegte splina (pentru Scopuri experimentale), sua- 
pensia de celule se obţine conform procedeului descris. 
la capitolul Y, Dacă sursa de celule: este sîngele peri- 
feric, atunci este necesar să se recolteze ninimum 40 de 
ml sînge venos în mediu de cultură suplimentat cu 4000 
U.I. heparină, | 

| Separarea celulelor se poate face fie prin centri- 
fugare în gradient de densitate Ficoll-Odiston, fie prin 
sedimentare în soluţie Dextran 59. A doua variantă este 
mai indicatá deoarece permite obtinerea monocítelor gi 
PMN realizîndu-se astfel o masă celulară mai boga tk (nu 
se poate face însă dem ciao fa între MIP şi LIF). 

Metoda de lucru | 

- Sfhgele venos se amestecă imediat după re- 
coltare cu o soluţie 5% Dextran în proporţie de două părţi 
sînge la o parte soluţie Dextran; 

- Incubare 45-60 de minute la o baie de 3700 
pentru n permite sedimentarea hematiilor, după care, se 
recoltează supernatantul care conține SET O tA monocite, 
 Eranulocite PMN; | 
- d wes Les 10 minute la 180-200 g 5i tiimi 
narea plasmei; | 
- Sedimentul celular este vă de trei ori 
$n mediu de cultură rece, nesuplimentat cu SFV. inainte 
de ultime centrifugare, celulele sînt suspensionste în- 
tr-un volum cunoscut de mediu pentru a fi numărate, 


- In final, celulele sînt suspensionate în me- 


- 76 - 
M suplimentat ou 5-10% SFV la concentraţia de oca y -. κ 
* 107 celule/nl de mediu. Toate operaţiunile de spălare, 
susponsionara, centrifugare, etc, trebuie să fie Scuse: 
le rece; 
| Oox Se umple oapilarul ου | SuSpenBia .de.celule 


perii tigari cupa de: gentrifugk în care sînt acestea, cît 


E mai înclinat, iar oapilarul în poziție orizontală, SEPON 


E. dua cu o extremitate în suspensie oare, pătrunde! prin ο8- 


ji pilariteto, După umplere, mentintzd in. continuare oapila- 


rul în poziţie orizontală, este închia le un capăt (ope- 
ratie oare ge realizează prin introducerea unei TATUR 
3 thti e tubului într-un amestec de parafină ou vaselină). 
Se formează astfel un mio dop înalt de ooa 1 mm; 

- Capilarul este depus Într-o -cupă de centri- 
fugă de 10 ml în oare se gÁBegte un Strat de vată pentru 
8-1 proteja în timpul centrifugării, Este indicat ca îna- 
τ inte de '^'8e umple- toate capilarele ou ` suspensia de celu- 
A să fie centrifugat unul singur. In cazul în care, du- 
| pă sedimentare în cursul centrifugürii, coloana de celu- 


le are înălţimea de cca 2-3 mm, inseamná cX BuSpensis nu 


mai trebuie diluată cu mediu, 


„Dacă înălţimea coloanei eate mai mare, suspensis 


Tar dilueaz sau, invers, dacă: este prea mică, se centri- 


fugă 9i se TeSuspendk într-o cantitate mei mică de mediu, 
Lupă oe se stabileşte că suspensia permite realiza- 
. του unei înălțimi corespunzătoare a coloanei de celule tn 
' tub capilar. Coca 2-3 mm), Se tmece la umplerea celor- 


alte capilare necesare experimentului, apoi se intróduo. 


EX T 
$n cupa de centi fugă cu vat, 
- Se centrifughează a dc 3-4 minute la 

115-130 g. Se determină viteza de centrifugare optimă 
pentru.centrifuga din laboratorul respectiv, Dacă cen- 
„tri fugarea este insuficientă, nu se realizează ted inn- 
„tarea corespunzătoare a selulelor iar dacă este prea pu- 
 ternicá celulele se teseazá gi nu vor putea părăsi capi- | 
darul pentru a migra din care cauză, întreaga. "operatie 
estè compromisă, După o centrifugare corectă, în capilar 
apar două coloane : una inferioară, formată din stratul 
“ae celule gı alta superioară, în care este mediul de cul- 
turá;. | e 

= Cu ajutorul unui diamant de tăiat sticle 
Sau cu o. lamă de tăiat fiole, capilarele Be sectioneszá | 
le dghraqe dintre cele două coloane, 

„= In camera de migrare, într-un det lîngă ᾿ 
. perete va: fi fixat fragmentul de capiler în care este: οο-- 
loana de celule. In ecest Scop, el este prins cu ajutorul 
unei pense fine oftalmologice, extremitatea închisă se 
unge cu puţină vaselină Biliconatk ei se lipegte la pere- 
tele camerei având grijă ca extremitates liberă să fie o- 
rlentată spre centrul camerei, Se controlează cu pense 
dană fragmentul aderă pe toată lungimea lui la suprafața. 
camerei in care scop se apesă ugor pe extremitatea lui 
l liberă după care, camera se umple cu meáiu de cultură Bu- 
plimentat ος SFV. Mediul se lasă să curgă încet dintr-o 
pipetă gradată pentru a se evita evacuarea lui bruscă şi 


formarea de curenţi care ar desprinde o bunk parte din 


: | mec 
celulele din capilar onpromiifnd experimentül, 


o= Camerele de migrare, umplute ou mediu de 


ος Suplimentat sau nesuplimentat. ου antigenul de 


ο νε sînt „acoperite ou efte o lamelă de nioro&cop, ou 


- > dimensiunile de 10/10 mm, Aceasta se. depune. cu ajutorul 


x pensei fine „pe suprafața. camerei de migrare după oare, 


se: apasă. pentru a adera la: pereţii, ei în vegerem elimi- 


. LT excesului de mediu, - 
= Incubare 24 de ore la 37° C svindu-se grijă 


i ea plăcile ak xe aşezate pe o. suprafată perfect orizon- 


tero GE | | 
e - babitu fiecare antigen oare este Lua t in. 
studiu, se. realizează triplicate în următoarele varian- 


te 8, celulele sînt incubate în mediu fără antigen, 


i deci vor migra; b. celulele sînt incubate în mediu supli- 


mentat cu antigenul de cercetat, Dacă au fost în preala- 


bl fn contact cu acesta, nu. vor migra deoarece limfooi- 


tele T vor. elibera ΝΤΕ; 9. celule recoltate de 18 o per- 
„soană care nu a venit în mod sigur în contact ou antige- 
nul éspoottv (un martor negativ), 

| -= In prezenta antigenului, celulele vor nigra 
deoarece limfocitele nu produc MIF. Dacă este inhibitie. - 
a migrării acestor celule, atunci toate rezulta tele nu | 
au nici o valoare deoarece inhibitia este falsă, neimuná, 
fiind provocatá de divergi factori citotoxici nespeci- 
fici din soluţia de antigen. -Dacă macrofagele pacientului. 
negativ au migrat iar ale celui "re a fost. stimulat (sau 
se bánniegte. οἵ a fost stimulat) au fost | inhfbate, atunci 


ST ο). ` 
, Be poate afirma că inhibi {18 migrării înregistrată este 


expresia unui proces imun care are la bază sinteza de 
MIF sau LIF. | | | τ - έ 

Deci, corect, după 24 de ore de incubare 18 termo- 
Stat macrofagele din capilarele variantelor "a" gi "o" 
ση aspectul ariei de migrare fiind asemănător us 
nei coroane de copac. Celulele din capilerul variantei. 
"b" nu migrează, rămânând cantonate în imediata apropie- 


re a secţiunii capilarului (fig.4). 


Fig.4. Testul migrării macrofagelor 
a - migrarea în absenţa Ag; 
b — migrarea în prezenţa Ag specific. 


Citirea gi interpretarea rezultatelor 


După migrare, fiecare arie eate proiectată pe o 
hîrtie de căe sau Whatmann marcíndu-se cu un creion ne- 
gru bine ascuţit conturul ei, Este absolut δώ πολ 
 ghiul de proiectare să fie întotdeauna acelaşi adică, 1- 
maginee să fie proiectată întotăeauna în acelaşi loc de. 

pe suprafaţa plană. 


Cu o foarfâcă se decupează suprafaţa marcată, se 


, - . 80 - 
nunezoteasă pentru a putea fi identificată în vederea 
stabilirii variantei experimentale căreia 11 aparţine gi 
“se. cîntăreşte la ο balanță « analitică (greutatea fiind ex- 
primată în mg). Se determină media valorilor pentru cele 
trei imagini fidele ale ariilor de migrare din variante- 
` 16-8,9b gi e după care se calculează indicele de inhibi- 


„ţie a migrării (IIM) după TAN p eis 


TOP. _media valorilor ariilor de migrare în ΟΝ cu an- 


“media valorilor το οσο în mediu fără antigen 
tigen 

Rezultatul se inmul ţegte cu 100 tr e fiind. con- 
 Siderată pozitivă atunci cînd IIM este sub valoarea 75 
în varianta Tus (experiment) gi în jurul valorii de 100 


la variantele martor "a" gi diem 


TS Xp Metode indirecte ad inhibitie « a migri- 


rii Iii maerofagelor 


did 3, 2. ZI Inhibitia migrării macrofegelor peri- 


. toneale de cobai 


Principiul metodei 


“Limfocitele umane, {νέκταρος ΚΣΕ 
antigenului fatá de care donatorul de celule a fost sen= 
ο Sibilizat "in vivo", eliberează. în mediu de cultură MIF. 
Acesta, îşi exercită acțiunea sa de inhibere a migrării | 
gi asupra macrofagelor altor Spécii ca 4s pildá asupra | 
celor de cobai atunci când sînt incuba te "in vitro" în 


„mediu cu MIF de origine umenă, ος in mediul Ín care 


| - 

„au fost cultivate limfocitele umane, 

Materiale necesare 

- Cobai de 450-500 g; 

Ai Mioglicolat de Bodiu soluţie 4,05% în apă 
distilată; | | 

- Restul materialelor enumerate 18. metodele 
directe de inhibitie. Ἢ | 
| Tehnica de lucru | | 

PrepkiAg eR mediului care contine MIF 
| = Se recoltează SÍnge venos pe heparink gi se 
“separă limfocitele prin: centrifugare în gradient densi ta- 
te Ficoll-Odiston; 

- Limfocitele sînt spălate de trei ori în me- 
diu de cultură IC-65 gi Buspensionete 3-5 x 105/31 de me- 
diu în care se găseşte o concentraţie adecvată din anti- 
genul de cercetat; | | 

- Incubare 24-48 de ore 1a 3100, dupá care cul- 
tura: este centrifugată gi supernatantul care contine MIF, 
recoitat; | 

- Supernatantul este concentrat (prin evapora- 
re în saci de dializă) 1a 1/10 din volumul iniţial după . 
care este dializat fatk de mediul de cultură IC-65 gi 
Er la -25^ C pink la utilizare; - 

- In momentul utilizării, ca mediu de cultură 
pentru macrofagele. peritoneale de cobai, supernatantul - 
este suplimentat cu 5% SFY şi ajustat, dacă este cazul, 
la pH = 7,2-7,4. Este bine ca înainte de utilizare să 


fie testată ic si sue optimă de mediu cu MIF ἄτόδεσδα 


normal. 


. τη ο a o 


1 | ME 
în cazul $n care limfocitele au produs limfokină în can- 
ci tiet mari, supernatantul poate fi folosit diluat în 
diferite proporții (208, 30%, etc, ) cu mediu de cultură | 


Obţinerea macrofagelor peritoneale de cobai 

“Se procedează asttel : - 

! - Cobaii de 450-500 g (ş?. chiar mai mari), i 
sînt inoculați i.p. cu 10-15 ml din soluţia de tegi oo- 
| let de „sodiu, 4 05% în apă; 

| - - După 3-4 ziie, sânt Ae T cati, se desohi- 
de cavitatea abdominală gi se recoltează macrofagele pe- 
ritoneale în mediu de cultură pentru limfooite suplimen- 
tat cu 1-24 SFV gi cu 5 U.I. de hepariná/ml de mediu,men- 
inut în apă cu gheaţă; x 

- Suspensia de celule se spală de două ori şi 
se ajustează la cca 2-3 x 10? 
| nis i 

|  Executarea tehnioii de inhibifie a migrării este 
similară celei déMcrise 14 inhibitia migrării maorofage- 


celule/ml în mediu cu 5-10 


lor din capilar, Practic, se umplu capilarele, se centri- 
fugă timp de 3-4 minute la 115 g, se introduc. în camere 
de nigrafe în care se află mediu de cultură normal, ne- 
auplimfntet cu supernatentul de la cultura limfocitelor 
4 umane în care se găseşte MIF (probele martor) sau supli- 
mentat cu acest supernatant în concentraţii adecvate (pro- 
bele experiment). Incubare 24 de ore la 315 e măsurarea 
“ariei de migrare, determinarea LIM gi interpretarea re- 


, zultatelez, 


Domenis. de aplicare a [PNE de 


migrării macrofagelor 


Testul poate furniza informatii utile privind une- 


inhibitie a 


e aspecte ale imuni τά ται mediate celular, ca de pildă 
“în evaluarea hipersensibilitktii de tip intírziat fatk 
„de unele antigene, a unor reacții autoimune, în aprecie- i 
| rea gradului de imunizare şi -a renotivității mediate 0e= 
lular faţă de unele antigene virale sau bacteriene, eto, 
-0 serie de factori pot duce la egecuri gi erori " 

- Utilizarea unor medii de culturk Sau a unor 
loturi de Sm, „vechi, “improprii pentru Pal Vivas tfe. 
oitelor; 

- Maorofagele au fost recoltate în mediu. ne- 
suplimentat cu SFV ei hepariná; 

- In timpul lucrului, mediul nu a fost menti- 
me în apă οι gheaţă ; 

- Celulele au fost lezate datorită centri fugă- 
zaide puternice şi prelungite; 

- Capilarele conținînd suspensia celular a 
fost centrifugate la turatii mari din care cauză, celule- 
le au fost tasate prea tare, fücind imposibilă migrarea ^ 

-- Capilarele au fost încărcate cu o cantitate = 
prea mare de celule astfel încît, după centrifugare, inkl-. 
. timea coloanei cu celule a fost mai mare de J-4 mm, In a- . 
| ceste condiții, celulele migrează foarte 8 .ab sau, nu mai 
migrează deloc dacă lungimea coloanei este şi mai mare } 

- Sectionarea capilarelor nu a fost făcută 


exact la interfata care delimiteazk coloana de celule 91 . 


| di i 
"iva. de mediu; | 
- - Antigenul folosit. 8 avut impurități cu e- 
1 ect toata nespeoific; 
o= „Utilizarea antigenului in concentre tii prea 
mari seu prea πο sau sub. formá cozpusculază şi nu solu- 


bilă, 


VIII. REACTIILE DINTRE ANTIGEN SI ANTICORP 


(REACRII SEROLOGICE) 


In afara „organismului ("in Aires), stunci când pu- 
` nem I prezenţă serul unui animal imunizat cu antigenul 
oare a servit la imunizare, sau serul unui bolnav cu mi- 
croorganismul care a produs infeotia στι cu produsele lui 
toxice, acțiunea antagoni stă a anticorpilor din acest ser 
se manifestă. în diferite. moduri gi este ounoscutá sub nu- 
mele de reacţie antigen-anticorp (Atg-Ato). Acţiunea àin- 
tre Atg gi Atc poate fi ugor pusă în evicenţă prin reac- 
ţii serologice, 

Aspectul pe care 11 Ínbreok reacţia dintre E Leea 
gi anticorp este variat in funcția de natura antigenülui: 

- “dacă antigenul este reprenentat de o ΒΙΒΡΕΠ- 

sie: de celule bacteriene, sub acţiunea anticorpilor ape- 
cifici se produce o aglomerare (aglutinare) treptată a 
„celulelor bacteriene ou formarea unor granule vizibile 
cu ochiul liber, ce 8e depun pe fundul :ubului de reactie. 


In acest caz reacţia. dintre antigen. şi anticorp poartă 


numele de reacție de aglutinare (serosglutinare). Antige- 
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nul este. deer aglutinogen iar anticorpii a eklutinine, 
~ când antigenul este reprezentat da o solu- i 
tie coloidală, sub actiunea „anticorpilor 58 formează un 
precipitat vizibil care se depune. Reacţia dintre. anti- i 
gen gi anticorp poartă, in acest caz, numele de resotie 
e precipitare (seroprecipitare). Antigenul este denumi t ; 
Enn iar anticorpii precipitine. 
| = ofnd antigenul este alcătuit din celule li- 
zabile (corpi microbieni sau hematii) şi dacă reacția 
are loo în prezenţa complementului (alexinei), atunci 
sub acţiunea anticorpilor specifici se produce Îmunooi- 
toliza (bacterioliza sau hemoliza8). Reacţiile care au loo 
în acest. caz poartă numele de re acţii de liz, "eT anti- 
cozpit de lizine (bactericlizine şi henolizine); 
- dacă antigenul este o substanță toxică (o 


" toxină niorobienk), acţiunea ei toxică poate fi neutrali- 


zată sub acţiunea anticorpilor denumi ti antitoxine, Reao-. ,. 


ţia poartă numele de ας de neutralizare (seroneutra-. 


:lizare), 7n. 
| Reaotiile dintre antigen şi anticorp pot fi eviden- 
tiate calitativ gi cantitativ. Reacțiile cantitative per~- 
mit evaluarea titrului anticorpilor prezenţi într-un ser, . 
|. Prin titrul anticorpilor într-un ser Be înţelege 
dilutia mazină a Serului care mai dă o reacţie pozitivă 
ou o cantitate cunoscută, entem a antig nului cores- | 
punzător, l | ; 
Reacţiile ο... au o largă utilizare, în 
practică. 3 | 


| $863. 
Aplicațiile reacție decung din însăși sd distra d 2 
tatea ei. | - 
| TN necunosout poata fi identificat 
prin anticorpul corespunzător cunoscut, 7n acest scop 
sânt utilizate: seruri de referinţă (seruri imune cu anti- 
corpi cunoscuţi, σος identificării unor Εκ; 
= un antibozpTounoscu: poste fi identificat 


prin antigenul corespunzător (antigen de referinţă), 


ES To Reaotie ae aglutinare (serosglutinare) 


| ` Aglutininele apar în sîngele omului sau el animale- 
„lor în cursul bolilor infecțioase sau în urma inoculări- 
lor repetate ou corpi microbleni dintr-o anumită specie 
(vaccinare). | 
- Aglutinarea se petrece în două faze : 

Intr-o primă fază are loc formarea complexului anti- 
gen-anticorp, iar în a doua fază are loc aglomerarea bac- 
teriilor: sensibilizate, constituind aclutinarea propriu- 
zisă, Aglutinarea este influengţa tă de pH şi temperatură, 
La pH prea acid sau prea alcalin se produce fie aglutine- 
rea spontană, fie inhibarea aglutinárii. Temperatura scă- 
πι diminuează viteza reactiei, iar cea ridicată (peste | 
569c) face ca reacţia să nu mai fie apécificl, din cauza 
denaturării aglutininelor. Temperatura optimă de desfăgu- 
rare a reacției este cuprinsă între 37-529c, în funcţie 
de natura aglutinogenului, 


Această reacție este folosită în diegnostioul κ mul- 
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tor boli infecțioase $n vederea evidentierii aglutinine- 
lor specifice din serul unui bolnav, faţă de unul sau 
mai multi agenti patogeni cunoscuţi seu pentru B 1denti- 
fica un germene insuficient determinat prin alte Ὁ» 
Elementele necesare reactiei 
- tuburi (eprubete) de nai rd 
| - antigenul (o suspensie bacteriană Btandar- 
dizatá nefelometric); 
| ~- serul de cercetat; 
- Bolutíe cloruro-sodică 8,5%; 
~ pipete gradate; 
= baie de apă. 
åntigenul este reprezentat de tulpini de germeni 
cunoscuţi, oare nu sînt aglutinabili spontan (colonii S). 
Culturile trebuie 8Á fie proaspete, de 24 ore, iar sus- 
pensia microbiană realizată în soluţie d aS Fe κ să 
fie omogenă, A | | 
Ca antigene se pot întrebuința gi suspensii mioro- 
'"biene omoríte (prin formol, aloool, fenol, etc.). 
Serul de cercetat | 
Dat fiind că aglutininele apár în sînge âupă 7-10. 
zile după pătrunderea aglutinogenului, sîngele Se recol- 
teazá la această dată prin punoţie venoasă sau du în- 
teparea pulpei παντα ας, 
Se separá serul de hematii, Nu se vor folosi seruri 
 hemolitioe sau infectate care dau reacții fals pozitive, 
In scopuri didactice se poate lucra şi au seruri sgluti- 


| nante obţinute prin inoculare repetată la iepure a anti- 
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genelor miorobiene, pentru oare vron să preparăm $e. 
 Bglutinant. Λα 
 Existü mai multe modalităţi ΠΝ de efectuare 


„a acestei reacţii, 


Balade Reacţia de aglutinare în tuburi (reac- 


. tía cantitativă) Exp. reacţia pentru 


identificarea unui. anticozp necunoscut 


Tehnica reacției 


Se aşază un număr de tuburi de aglutinare în stativ, 


|n raport cu numírul dilutiilor de Ser pe care dorim să 


le realizăm, Se notează pe fiecare tub dilutiile finale 


de Ber. Ultimul tub din serie va servi drept martor (M). 


Se repartizează oîte 0, 5 πι] soluţie eloruro-sodiok înce- 
pînă cu al doilea tub al seriei, inclusiv tubul martor, | 
Intr-o eprubetă separată se face dilutia inițială a se- 
© rului de cercetat 1/10 (1 ml ser + 9 ml soluţie cloruro- 
sodică). Din această dilutie de ser se vor repartiza cîte 
0,5 ml în. tuburile 1 gi 2. Din tubul 2 se va lua 0,5 ml- 
amestéo gi se va trece în tubul 3. Se repetă această ope- 
ratie gi în celelalte tuburi pînă la penultimul tub din 
serie, dia care, după amestecare, se scot gi se aruncă 
πο al, Ultimul tub (tubul martor) nu conţine ser de cer- 
cetat, se adaugă apoi în toate tuburile de reacţie cîte 
0,5 ml antigen (diluat în mod diferit în functie de anti- 
genul utilizat). Cantitatea finală de amestec tn toate 
tuburile va fi de 1 ml. Tubul martor conţine numai Md ia 
vie de NaCl gi antigenul. Bl foloseşte gi 18 controlul 
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antigenului folosit în reacţie, care uneori poate da a- 
Elutiniri spontane ce conduc la rezultate false, 
Tabelul I. Schema reacției de eglutinere în tuburi 


Componentele de NK umárul tubul ui 
reacție ο νι ο 094: ea r Ν΄. 
Solutie cloruro- eir 3 


sodică 8 - 0,5 0,5 0,5]0,5 0,5)0,5 0,5 0,5 


Ser de cercetat 


că 
diluat 1/10 (m1) 0,5 0,5 0,5'0,5 0,5' 9, 0,9 δ 
Antigen (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5. 
Dilutiile finale - ; 
de ser . 1/20 1/40 1/80 1/ LANI 1/. M - 
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După departi iMi suspensiėi microbiene, tuburile 
He agită şi se incubeazá la termostat 881 18 baia de apă, 
Temperatura şi timpul de incubare variază cu antigenul, 
In general, temperatura de incubare este de 37°C. iar 
timpul, de 2 ore pentru reacțiile cu antigene flagelare 
şi 20 ore pentru cele cu antigene somatice, | 

Citirea rezul tatelor de. fuco το ochiul liber sau 
cu aglutinoscopul, 0 primă citire se face după icon terea 
tuburilor din tem tat (sau baia de apă) gio citire de- 
finitivă după 24 de ore, | TE 

In tubul martor suspensia bacterienk trebuie sÉ fie 
omogenă, In tuburile în care reacţia este pozitivă, bac- 
teriile sînt aglütinate; depune pe fundul tubului iar 11- 
chidul de deasupra este olar. In tuburile în care nu s-a 


produs aglutinarea, ca gi în tubul martor, suspensia bac- . 
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teriank rămîne omogen-opalescentă,  färä depozit, Pentru 
„examinare, tuburile vor fi ugor agitate, 


. Gradul de pozitivitate a reacției se notează ast- 


fel 1 
MEG pentru o aglutinare completă, lichid olar; 
H+ - 11944 olar gau aproape Ser] depozit $n- 
“semnat; | 
+ = lichid neclar, depozit mio; 
P = lichid neclar, depozit neînsemnat; 
x = reacție îndoielnică; 
Sies = absența aglutinării - suspensia omogen tul- 
bures | | 


Dilutia maximă a serului la oare mai apare fenome-. 
nul de aglutinare, reprezintă titrul aglutinant al seru- 
lui cercetat, Aceasta constituie în practica curentă de 
laborator, modul concret de apreciere cantitativă a aglu-. 
sa e ieia | 

Reacţia de aglutinare în tuburi este larg folosită 
ca reacţie de dsafhastio : eese salmonelozelor, 

' brucelozei, tularemiei, colibacilozel etc. 
| Reacţia Je aglutinare poartă numele diferitilor 
autori care au introdus-o ca metodă de diegnoatic la di- 


ferite specii microbiene (reacția Widal, reacţia Wright, 
Weill-Felix etc.). | 


8. 1. 2. Renotăa de aglutinare rapid pe lamă 


Este o reacţie care permito decelarea calitativă. a 
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i anticorpilor dintr-un ji dar nu gi aprecieri cantita- 
tive. | 
Materiale necesare 
| - lame de microscop; 
~ a tigenul (diluat în soluţie cloruro-sodi- - 
cá); 
- serul de cercetat; 
o= serul normal provenit de la aceeaşi specie. 
animală de 18 care provine şi serul examinat, - π 
Reacţia se poate efectua punínd pe lamă 3 picături. 
după următoarea schemă (fig.5). 


Fig.5. Schema aglutinării rapide pe lamă : 
| ^l - antigenul (diluat in solutie cloruro- 
sodică); 
2 - serul de cercetat; 
3 - soluţie cloruro-sodică izotonică; 
4 - ser normal. 


In cazul prezenţei anticorpilor specifici în serul 
de cercetat, se produce aglutinarea (2) corpilor bacte- 
rieni. gi reacţia este: considerată. pozitivă, 

In cazul absenței anticorpilor din ser, suspensia 


îşi păstrează omogenitatea şi reacţia este negativă, 


P5 - J2 = 
Dacă serul normal (4) al unei specii animale Soti- 
.ne aglutinine nespecifice fată de antigenul folosit fn 
meacţie, se trage concluzia cá acest ser nu se pretează 
E pentru diagnostioul serologic. l 
Picătura de soluţie cloruro- sodică (3) la. care s-a 
„adăugat şi ο picătură de antigen serveşte drept ma tor 
(M) pentru bacteriile care aglutinează spontan in Ser, 
Seroaglutinarea pe lamá este o metodă rapidă, o- 
rientativă, ugor de executat TT în absența unui labo- 
rator utilat. Se foloseşte $n cazul: cínd se urmăregte 
identificarea unor antigene baoteriene, Rezultatele po- 
zitive ale reacției de eglutinare pe lamă trebui οσο con- 


firmate prin reactia de aglutinare în tuburi, 


vB uu ς Reacţia de precipitare (seropreoipi tare) r 


| Precipitarea este rezultatul. A anticorpilor 

specifici (precipitine) dintr-un Ber imun asupra substan- 
tei precipitabile Sali λος in prezenta eleotro- . 
OMifens P 

Antigenul (preoipitinogenul) este reprezentat în 
acest caz de un extract microbian, o tozină, Ber prove- - 
nit de la diferite specii animale, extracte din ţesuturi 
gi organe ate. (fn general, un antigen molecular), 
τ “Reacţia de precipitare are o mare sensibilitate, 
„Ba poate pune în evidenţă cantităţi infime. de antigen 
prezent în soluţie, Această proprietate a făcut oa Teno- 
tia de νο EM τ să aibă o largă utilizare practică ca 
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 reactia de diagnostic, în: identificarea apartenenței de 
specie, în controlul produselor Sitner etc. 

Reacţia de Seropreoipitàáre Se execută după x numeroa- 
se tehnici. Se Cunosc doué procedee de bază pentru pune- 
„Tea în contact a celor două elemente de reacţie ei anume: 

7 Precipitarea in medin lichid; | 

7 precipitarea în mediu gelozat (imunodifuzte) 
: Fiecare din aceste procedee are la rîndul lui mai 


multe variante tehnice, . 


8.2.1. Precipitarea in mediu lichid 


Ca urmare a unirii Ag-ko în mediu lichid se for- 
mează complexe: care precipită atunci cînd cei doi reac- 
tanti se găsesc în anumite proporţii, excesul unuia din- 
trei ei determinínd,: uneori inhibarea reacției. Reacția 
este mai sensibilă pentru evidenţierea Ag decît a Ao de- 
oarece anticorpii participá la formarea agregatelor în- 
tr-o proporţie mai mare, 

Această reacţie poate. fi executată din punct de ve- 
dere calitativ (cînd se urmăreşte humei evidenţierea cu- 
plului antigen-anticorp) şi cantitativ (cînà se determină 


“titrul unuia din elemente, de regulă cel al anticorpilor), 


i 8.2.1. 1. Tehnica rene iie « de precipitere în 


inei 


In această reacţie, Ag gi Ας ae pun astfel în con- 
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act ineft să nu 8e amestece, la limita de separare AS 
JR νεῖ doi reactanți apírind un inel de precipitare al- 
E bicios. | | 
| Materiale necesare j 
- Seruri precipitante anti-speoie (Institutul. 
| Cantacuzino TENES următoarele seruri : ser anti-on, 
ο. anti-bou, anti-poro, anti-peaiug, anti-oline); 
; | ;- Ser de control, reprezentat de serul normal 
tei speciei πο ην serului preoipitant (de. exem- 
.plu : ser de cal pentru serul anti-o81); 
2 ~- Antigenul, reprezentat de o. TOT protei- 
C Adi de sînge, extractul produsului alimen- 
tar); 
5 Solutie oloruro-sodică izotoniok; 
-= Epzubete de hemoliză 10/100 mm; 
πο Pipete Pasteur; | 
Eprubete de- precipitare (eprubete înguste. 


cu diametrul de 3-4 mm). : 


ΤῊ de luoru 


In eprubete de hemoliză perfect curate gi uscate 


se . realizează ăi luarea antigenului după următoarea sche- b 


τ Li (tabelul II. 


Tabelul πι, Sohsma μμ. in inel 


τομ dr ede Poieni mi diea cà 
LeprubétsMer 1 Ὁ μας ΣΙ. Y... RI ὙΠ VIII; κ 


 SASQMA elo V0 ss qs i ο... 
ruro-Sodic. = 1: dx 1 1 f - De 3 
„Bas ml | 


"E wh 
Tabelul II (continuare) 


Antigen (ser 
de om) diluat 1 1 I o7 1 1 ἡ 
1/10 (m) 


——————————————————M 
Dilutiile' 
finale ob- 


tinute 1/10 1/20 1/40 1/802/ - w3/*. 4/ - 
160. 320 1640 1280 


După efectuarea dilutiilor se pipetează în tuburile 
înguste de precipitare cca 0,2-0,5 ml din fiecare diluţie 
de antigen realizată, începîndu-se cu dilutia cea mai ma- 
. re spre cea mai mică, Apoi, ou ajutorul unei pipete Pas- 
teur se lasă să curgă foarte încet pe peretele tubului 

serul imun (antiserul) în acelaşi volum ca antigenul, fă- 
| ră ca- cele două componente ale reacției să se amestece, 
Tuburile. se incubează la termostat, la 3196, timp de 30- 
60 minute, | 
După scoaterea de la termostat, se citegte reacţia 

urmărindu-se apariţia la interfaţa celor două lichide a 
unui inel alb de precipitare, Reacţia este pozitivă dacă 
se formează inelul de precipitare.. Absența inelului res- 
pectiv indicá ο reacţie negativă ca. şi. în tubul martor, 

Se cOhe4d οτᾶ ca. titru al serului, ultima dilutie 18 
care mai apare un inel aib cu contur net gi care prezintă 
“stabilitate la o Purabi agitare. 

| Reacția de precipitare în inel se folosește cu pre- 


cădere pentru identificarea unor antigene microbiene, u- 


ον αν seat. 
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morale sau tisulare; folosind seruri de referinţă cores- 


punzătoaze, - 


. 8.2.1.2. Aplicaţii ale reacției de precipita- 


. — 


 Uiilizorea. zenotiei de preoipitare ca metodă de. 
 dingnostio în bolile infecțioase. In Éasteriologie, reac- 


E de: precipitare ca metodă de diagnostic, se utilizea- 


„Bă în două scopuri : 


e pentru a cerceta a A preoipitantk a se-. 


" Tului imun uman sau animal faţă dy filtratele unor cul- 


turi miorobiene corespunzătoare, In acest caz, o reacţie 
pozitivă, demonstrează prezenţa în serul vp 8 enticor- 
pilor specifici (precipitinele); | 

- pantru punerea în evidenţă a precipitinoge- 
nului din diferite extracte de organe, atunci cînd nu pu- 


tem izola agentul cauzal al bolii, 


Utilizarea reactiei de preoipitare în medicine le- . 
„gală (renetia. Uhlenhut c) ον ajutorul acestei reacții se 


„poate preciza cu certitudine dacă o pată de sînge proas- 
- pătă» sau veche (uscată) găsită pe o haină rs este ĝe 
i origine umană sau arimală, 

Pentra efectuarea reacției Se vor utiliza mai Bits 
seruri preoipitante : anti-om, anti-oal, anti-bou, anti- | 
oaie etc, | | | 
„Se diluează pata de sînge suspectă de pe fregnentul 


(de stofă sau țesătură în cîţiva ml de ser fiziologie, Se. 
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filtreazá, deg lichidul clar obţinut ce EEEN oa an- ` 
tigen este pus în contact, în tuburi de precipitare, ou ` 
| dilutii din diferite seruri precipitante, Tuburile 1 se 
tin 30 ARES la 370c gi apoi se citeso rezultatele. Dacă 
se produce precipitarea in tuburile το care E-a pus ser 
precipitant anti-om, în dilutii mari, reacţia este con- 
siderată pozitivă, pata de sînge fiind de origine umană dă 
In cazul in care nu s-a produs precipitarea 18 nici unul : 
din serurile utilizate, se trage concluzia că pata de 
sînge este de o altă provenienţă, Pentru a se afla ori- 
ginea, se vor utiliza 91 alte seruri precipitante. 

Utilizarea reacției de preci itare în co trolul 
limentelor. Reacţia poate fi utilizată pentru diferenţie- 
rea originii cárnii date în comerţ. Se poate deosebi ast- 
fel carnea de oaie de carnea đe poro, oal eto., indife- 
rent dacă produsul este proaspăt sau conservat, 

| In acest scop, se va pune în contaat un extract 
8po8 de carne cu diferite Seruri precipitante (anti-poro, 
anti-oal, - anti-oaie, anti-bou etc.). Se poate preciza în 
cazul unei reacţii pozitive cu unul din aceste seruri, ce 
origine are carnes sau dacá este vorba 58 un amestec de 


diferite 'cárnuri. 


- Sg imunodifuzia) E 


Capacitatea anticorpilor de a precipita Specific 


l antigenul corespunzător, poate fi pusă fn evidență nu nu= 


| | C DE 
; mai prin anieatecarea ποτ direciá οἱ si prin "difuzia lor 
| intr-un. mediu gelificat, 
ο. Metodele de imunodifüzie 8e pot clasifica pe baza 
“numărului: elementelor care difuzează în πρ 
A. Metode de difuzie simplă C când anti corpul este 
încorporat în mediu pet iar antigenul este lăsat 
să difuzeze în acest mediu) : 
- Difuzia simplă unidimensionalá (DSU) - me- 
toda Oudin;. ͵ 
E Difuzia simplă bidimensionalk 88ü imunodi- 
fuzia PTT simplă Mancini (IDRS), 
Bs Metode de difuzie dublă (cînd atît anticorpul 


oit si antigenul se introduc în două regiuni diferite 
ale gelului gi difuzează unul spre celălalt) : 

-= Dubla difuzie Ouchterlony (DD), | 

C. Metode de Sifurie gonbingtk cu migrarea în cím- 

eleotrio : | 

"=: Imunoelectroforeza (IEF); | 

- Contraimunoelectroforeza (CIEF); 
Eleotroimunodifuzia (EID); 
Imunofizarea (151). 


i aste metode utilizează geluri de agar sau agaro- 
ză în concentrații de 0,3-24, conţinutul mare de apă per- 
mitind moleculelor de antigen gi anticorp să migreze li- 
` ber în gel, migrare oe poate fi accelerată într-un cîmp 
electric. y 
| Deosreoe mărimea moleculelor de antigen sau enti- 


"eorp este mai mică decît diametrul porilor gelului (la 
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, un gel 2% diametrul porilor eate de cca 3 um), difuzie 


acestor molecule se supune legii de difuzie liberă Piok.. 


Conform acestei legi, viteza de difuzie, raspectiy dis- 


tanta parcursă de un reactant într-un anumit timp, oste 


direct proporţională cu gradientul concentraţiei sale, 


Prin difuzia ambilor reactanți (difuzia dublă) sau 


prin difuzia unui resotant către celălalt. înglobat fu 


fazá solidă (difuzia siaplă), într zonă relativ îngus- 
tă, se oresază datorită gradientului de concentratie, 
condiții optime, pentru imunoprecipitare, În gelul trans- 


parent apărînd linii sau zone opace, - Aceste linii πο pot 


deplasa pînă cînd se ajunge la. echilibrul sistemului, fn 


general numărul lor corespunzînd numărului minim de sis- 
teme antigen-anticorp. 
Materiale necesare gi procedee generale de lucru ; 
- Aparat de electroforezá; 
- Stantá pentru tăiat MU (un tub metalio 
cu diametrul de 3 mm); 
- Lame de microscop pentru DD, CIEF, IEF; 
- Plăci de stiolă de 6/8 om. pentru IFx, EID; 
- Punti de legătură gel- -tampon : de preferat 
hîrtie Whatmann sau hîrtie de filtru, pusă în patru; 
- Tempon-veronal; | 
Veronal acid ` ettet A 8 £. 
Verónal 80dic ette ene O10, 2 6 
Apă distilată ertt, la 1000 ml 
i pH = 8,6 forța ionică o „05, 


Mod: de preparare | 
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: - Int ΠΠ balon cotat de 1000 ml se. pune veronalul 
acid (mai greu solubil) ou aproximativ 100 ml apă disti- 
“lată, Se fierbe pînă la dizolvare, Separat se dizolvă 
veronalul Sodic (ugor solubil) în 200 ml apă distilată . 
— se agită pînă 18 dizolvare. Se adaugă apoi peste ve- 
ronalul aoid din balonul cotat gi se completează ou apă 
distilată pînă la 1000 ml. 
Mamponul se poate păstra la temperatura. camerei 
(aproxizativ 2 luni) sau la frigider (6 luni). 
ο Geluri μα. 
Gel de. agar — | 
"κάν Noble Α,.ϑῳ.......... ο 
Apă distilati Pe ο 00 ml 
Tanpon-veronal PA vete ceno IOO ml 
Na-mertiolat ap 5 ere νο δν ve 0,02 g 
Gel de agaroz 0,8 ES : 
 Agarozá ο ο” 6 8 
Apá distilată pt ca λας ml 
Tampon-veronal Aras 100 ml 
Na-mertiolat οσο. 0,02 g - 
Modul de preparare | 
` Intr-un oilindru gradat de 100/ml se pun 2 g agar 
| (rempeotivl, 6. & agaroză) gi se adaugă apă distilată pînă 
la 100 ml. Se- tine amestecul 15 temperatura camerei cel 
puţin 30 de minute sau peste hosp tt la frigider, pentru 
 imbibarea agarului (egarozei), Se a& aug tamponul gi Nə- 
„mertiolat, Se fierbe în baie de apă până la dizolvare gi 
Ba filtrează fierbinte prin tifon triplu. Gelul se ρᾶσ- 
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trează 18 449 C gi poate fi folosit 2-3 luni, 
-= Serul de ceroetat oare se folosegte proes- ` 
pát sau eonservat; 

Pentru a se putea urmări migrarea. proteinelor în 
cursul eleotroforezei se recomandă colorarea serului. ou 
oîteva granule de albastru de bromfenol, 

 Stantarea gelurilor se face diferit, în funotie de 
tehnica de imunodifuzie folosită (fig.6). 

- Coloranti; | 
μα colorarea imunopreoipitatelor se pot folosi 
următorii onloranţi : -. —— 
 Amidoschwarz soluţie 0.1 g% 
Anidosohwarz. 10 D “ολο αλλά... 1 & 
' Alcool etilio «ως YTS TE 450 ml 
Aoid acetic gleciel .........- 50 ml 
Apă distilată ..,............. 500 ml, 
Intr-o sticlă Ἐπ dop rodat ae pune oolorantul gi 
ə adaugă pe rÍnd, alcoolul, acidul acetic gi apa, Se a- 
LtÉ gi se lasă la termostat la 37°C cîteva zile. Se fil- 
poază apoi gi se păstrează la temperatura oemerei, Colo- 
jntul se poate refolosi de mai multe ori, | 


Azoocarmin soluţie 0,1 g% care are aceeași 


„pmulă gí tehnică de preparare ca Amidosohwarz, 
 Colorant-amesteo Ἢ 
Azooarmin soluţie VIN Qus. ira... F părţi 
Amidosohmarz soluţie 0,1% ..... l perte 


Preluorarea lemelor cu imuno reoi itat 
EST Su imunopreoipitate 


Preparatele de AR} EID gi IPx se colorează, Prepa- 


£lectroforeza 


Pig. 6. Modele pentru tehnioi de difuzie în gel 
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ratele de DD "^ CIEP se pot.oolora pentru păstrare, Cel 
mai bine este ca citirile să se facă pe preperatul proas- 
păte ra 
Inainte de colorare, preparatele se spală gi se u- 
8Sucá, Spălarea pentru îndepărtarea proteinelor neintrate 
$n reacţie, se face în soluţie fiziologică gi olarifica- 
re în apă distilată (24 de ore într-o baie cu soluție fi- 
ziologic gi 1-2 ore în baie de apă distilată), 

Se agazá apai preparatele pe o hîrtie de filtru gi 
se acoperă cu o hîrtie de filtra umezită (pentru a mări 
suprafața de evaporare) ce Be găuregte în dreptul godeu- 
rilor pentru 8 evita nica pă marginii acestora, Se lasă 
la temperatura camerei peste noapte pentru uscare, 

Preparatele uscate se spală ou apă de robinet, in- 
tervenind ugor cu degetele pentru a îndepărta urmele de 
hîrtie prinse de gel gi pentru umezirea: gelului, 

Lamele de microscop din : IEF, DD, CIEP se colorea- 
ză într-o cutie Laveran. Plăcile din sticlă din : RID gi 
lFx se colorează separat fiecare într-o cutie Petri. 

Pelítru: IFx se foloseşte Amidosohwarz soluţie 0, 1%, 
iar pentru IEF, EID, DD gi THEN SPICE HEINE „AR di 
8Schwarz-Azocarmin. 

Durata colorării esté in general de 30 de minute, 
dar poate fi prelungi tă şi pînă la 2-3 ore, 

. După colorare se spală cu apă de robinet gi prepa- 
 ratul $e usucă între 2 hîrtii de filtru prin presare, 
apoi κ se îndepărtează hîrtiile de filtru ei: se continuă 


„uscarea la temperatura ο 
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vaa cda preparatelor colorate se nikas ţinînă 


lama cu fata în jos. 


8.2,2.1. Difuzia simpli anidimensionelk ppan- 


metoda. Oudin. 

. Erincipiul metodei : difuzia entigenului aflat în 
“mediu liohid oltre anticorpii inglobati în gel determină 
. formarea- unor precipitate imune. In prezent matoda nu mai 
este folosită în practică, datorită consumului mare ad 
reactivi şi posibilităţii de apar, δι a artefactelor. 


8. 2. 3 2, Difuzia simplă bidimensională (imunoă: fu- 
zia radială simpli - Manoini);(IDRS) 


Mai A DRE radială simplă LIDRS) se utilizează 
pentru determinarea cantitativă: 8 nroteinelor plasmatice- 


umane, 
In această tehniok ge foloseso > inunoplloile livra- 
„te de Institutul Cantaouzino - Bucureşti, pentru deter- 
| minarea Ig G, Ig 4, Ig M (1munograma), determinarea Ca, 
veto. Ig D gi Ig E sînt. prezente în mod normai. în ser în 
oo cantitate mică gi nu pot fi deoelate prin această metodă. 
Metoda dà rezultate precise cu conditia să se lu- | 
oreze corect, folosind imunoseruri. monospeoifice de hună 
calitate, | | | 
Pinetti metodei 
Difuzia radială a probei (antigenului) PANN gel 
i ce conţine o cantitate: constantă de Ac, determină, forma- 


rea unei „one de precipitare al cărei diametru este di- 
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react próportional Cu concentraţia Ag, 
Materiale necesare 
- Imunoplioi τα, cutii rotunde de polistiren 
cu diametrul de 5 cm, care conţin un stret de gel de sgar 
ου. Ber monospecific coiorat diferit în functie de Borti- 
ment.; Ig G - roşu; Ig A - albastru; Ig M- galben; Com- 
plement C} ~ verde etc, 
In agar sint perforate godeuri cu diametrul de 3 
.mm. fiecare, unul central gi restul periferice, Gelul este 
acoperit cu o peliculá de plastic, 
| Imunoplăcile se păstrează la. +40 ou stratul de Ἢ 
gel. in partea superioară a cutiei (pentru a evita umezí- 
rea gelului cu apá de condensare), conform indicatiilor 
 "aligetii de pe cutia de carton, . E Ic) 
- Distribuitor de volume mici (microseringk 
Hamilton, micropipetk Eppendorf ş.a.) folosi* pentru in- 
troducerea antigenului în godeuri; | 
= Ser. uman de referinţă livrat „de Institutul 
Cantacuzino-Bucuregti (SURIC); 
| - Ser de cercetat, cars se poate păstra mai 
multe zile la 449C, | | 
Metoda de lucru 
Se numerotează godeurile periferice şi se scoate 
pelicula de material plastic de pe suprafaţa gelului. 
| Se dilueazá cu ser fiziologie gerul uman de refe- 
vină (SURIC) oit $1 probele de cercetat astfe] ; 
Pentru Ig G - 1/4 
Pentru Ig A - 1/4 
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Pentru Ig M - 1/2 — 
Pentru C4 - 1/2. 

Cu ajutorul unui microdistribuitor se introduce 
in godeul central 51 SURIC diluat conform proteinei 
ας determinat gi în godeurile periferice, tot cîte 5 nl 
probă, diluatá ca gi SURIC, 

Se închide apoi imunoplaca cu capaoul gi se lesă 
ie εἰκός 10 minute pe masa de Aud). 

Se incubeazá la 37°C, 48 ore pentru Ig A si Ig M 
| „pi 24 ore pentru Ig G, ο, plasînă placa cu stratul de 
gel în sus. | 

Rezultate 

Ἴ Serul uman de referintá IC (SURIC) confine, indi- 

ferent de lot, oíte 100 U.I./ml Ig G, Ig A gi Ig M. Pen- 
tru celelalte proteine concentraţia (exprimată $n mg) 
poate fi diferită de la un lot la altul gi este menționa- 
tă pentru fiecare proteină în figa însoţitoare a produsu- 
lui. es | 

Degi, prin procedeul de preparare danoylkcile sînt. 
standardizate, introducerea SURIC (diluat conform sorti- 
mentului de imunoplacă) in godeul central, asigură ocon- 
tolki da oalitate al determinării. | 


"wi tiros vazul tatele 


Cu o riglá gradată transparentă, se măsoară diame- 
trele inelelor de pre ipitare date de SURIC şi probe 
(fig.T). Ei 
Diametrul inelului dé precipitare al SURIC (diluat | 
conform sortimentului de imunoplacă) poate fi : 


Fig.T. Pe κας radială simplă μάπα αλ ' 
godeul central - Ber uman de referintá; 
, &odeurile l-8 - ' probe, 


:1) = exact oa cel insoris în tapel pentru fiecare. 
tip dă proteină; | - 


2).=-ou o abatere în plus sau în minus de la valoa-. 


rea. înscrisă în tabel, datorită folosirii unor dispozi- 
tive de repartizare: neadecvate, transportului gi păstră- 
rii necorespunză coare a plăcilor, erprilor de pipetare, 

1) Diametrele zonelor de precipitare ale SURIC: ου” 
respund: celor din tabeleleimunoplícilor pentru concentre- 
ţia proteinelor din fita insotitosre a SURIC, De exemplu: - 
25 U.I./ml Ig G =6 mm; 25 U, 1./π1 Ig κ = 5 mm; 50 U.I./ 
ml Ig M = 5 mm; 27 mg% Complement 9, = 6,3 mm, 


„In acest.oaz se oite te din tabel coresponden 


2) Dianetrele tonelor de precipitare ale SURIO TA 
teză de cele insorise în tabel, In acest caz se apliok ο.. 
corectie. | 
ο Exem emplu z SURIC diluat 1/2. are pe placa Ig M un di- 
ametru de 5, 5 mm 3n loc de.5 mu oît corespunde în tabel 
astutiei 1/2. In. acest caz, din valoarea diametrului ci- 
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pe pentru. tieonre probá Be soad Q zT mm gi faţă de acest 


diametru corectat se oitegte din tabel valoarea. 


Indiferent A proteina determinati, valorile orti- 


. BEE trebuie Somu] ite cu dilutia vrobvei, AStfel, valori- 


n 


b le se înmulţesc. ou 4 pentru Ia G, Ig ἂν cu 2 pentru Ig Ν, 
} 95; eto, 
In cazul. in care la una din probe zona de precigi- 


tare este foarte miou sau lipseşte, se recemnadă repeta- 


^— rea determinării prin atrodas sHC in.godeu a probei ras- 


pective nediluate, 18 rezultatul „obţinut ne; mai fiind ne- . 
voie să se aplice corectia de dilutie. 

| „Dacă diemetrele obţinute, depăgeso valoarea maximă . 
înnarisă în tabele sau sînt greu de măsurat datorită má- 
rimii lor, se Tusce E: repetarea determinării prin dí- 
Luarea mai mare a probei - peser (1/10-1/20 pentru 
Ig G sau Ig A). e 

„Ta cazul in SES diametrele obţinute pentru. SURIC 

au o ΓΕΝ mal mare. de 0,5 - Se recomandá repetarea 
 detominării, 

Pentru intensificarea zonelor de precipitare, îna- 
inte de citirea diomotrelor,. imunoplácile pot fi tratate 
“timp de 20-30 secunde cu o soluţie de acid acetic 7% sau 
amestec volum la volum aloool-acid acetic 7%, 

In tabelul III sînt prezentate valorile Ig G, Ig A, 

„Ig Κ în funoţie de diametrele de precipitare obţinute cu 

 inunoplácile livrate de Institutul Cantacuzino-Bucuregti, 
` Tabelul III. Valorile Ig G, IgA gi Ig M (U.I. /nl 
. gi ma) + în εμας de diametrele de 
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preoipitare (mm) obtinute pe imuno- 
plăci (incubare 37°C ; 24 ore Ig G; 
48 ore Ig A gi Ig M) 
Μορ ος NR ea 


Diametru | G Ig M 
OU.I./ml . mg% U.I./ml mg% U.I./ml mg% 


ET 15. 21 20130- ο "uat 20 
4,1 $6 S7 (eS 10,5 84 27 21,6 - 
ἀνά κ ΣΕ φᾷ ΓΩ. 88 29. 21,» 
4,3 18 25,2 - 115 3932 31 24,8 
4,4 19 .. 26,6 12 96 33 26,4 
4,5 20 28 12,5 100 35 28 
46 — 2 29,4 13 104 138. ο 
4,7 22 30,8 13,5 108 41 32,8 

E NT. 32,2 14 inue 44 35,2 
Ἄρα cote, Fate NO IA MEC LITTERE 
5,0 25 35 ΕΑΜ ή 50 40 

L7 26 36,4 16 128 55 44 

5,2 27: TNGT, 9 17 136 60 48 
5,3. 28 39,0 18: "144 "Ey 52 
5,4 29 40,6 18 "188 "5968 7 ας 
5.5 ^ #30 42 20 16ο 5. &g 
5,6 32 rA οι t 168 . 80 64 
5,7 2, QA 4,6 - 22 146 85 68 
5,8 ^ 36 ως; aio ^ dal 72 
5 ΝΡ 38 53,2 24 192 95 76 
6,0 40 56 25 200 100 80 


DI ga 58,8 26 208 106 84,8 


8,7 


6,2 44. 
6,9 ^ 46 
6,4 48 
6,5 "59r 
6,06. sa: 
6,7 54 
6,8 56 
"rd erige 
LA EE 
7 65 
2 “απ. εδ) 
"3 n 
T, OO fa 
7,5 78 
Tje Mags 
T$ | 86 
Tro ago 
7,9 ^ «55 
8,0 100 
8,1 105 
872 = πῃ 
SIENNA. 
34) 120 
aUe Jug." 
8,6 Ἢ 132 
139 
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Tabelul III (continuare) 
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Tabelul III (continuare). 


9,8. 146^ "804,4 ^ a - 692 — 46 "iw. 


9,9 — 155 — 2142 88. 704 570 456 
9,0. 160 224. 92 ΠΕ 600 480 — 
9,1. 168 235,2 . 96  T6g 640 , 512. 


32 — 176 ^ 246,4 100 800 680 544 
93 184 - 297,6 105 840. 1200 576 
9,4 192. . - 268,8 110. 860. 760 608 


9,5 -200 80 115. 920. 820 . 656 
96 (Mose ue m (960 — 

9,7. 220 ^ 308 125 1000 

9,8 E 130 1040 

99 240. 336 ^ 75 3080. 

10,0 250 350 —— 140 . 1120 - 
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Exprimarea rezultatelor 


. In oazul imunoglobulinelor, eode SURIC este e- 


. talonat în funcţie de standardul OMS 67/97 ce contine cî- 


te 100 U.I. Ig: G, Ig 4 gi Ig M/ml, este corect. ca. valori». 
E SÁ fie exprimate fn U, I./ml, In: tabel sînt. prezentate 


|. însă gi corespondenţa U.I./ml eu. unități de. masă (παρᾶ), 


Valorile „normale ale imunoglobulinelor t 
Ig G ....... 99-250 U,I,/ml (800-2000 πρῶ); 
ὟΝ ρθεις 63-320 U.I./ml (90-450 mg); 
ig κ ....... 70-330. U.I./ml (60-280 mgi), - 
E cazul detezminărilor cantitative ale proteinelor 
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umane, trebuie δὰ. se TeSpecte următoarele condiţii t 
--- Nu πο va luora cu geruri infectate sau he- . 
molizate şi nu ΒΘ. ποτ. efectua: determinări cantitative 
ale. proteinelor serice pe plasmă, 
- „Probele gi serul de referintk sá Se intro- 
ducă dr Bodeuriie plăcii în cantităţi strict determinate 
3, FAR numai cu ajutorul microseringii saa miorcpipetei, 


/.B.2.2,3. Dubla difuzie Quohterlomy (DD) 


3 Dubla difuzie Be utilizează în. „special pentru evi- 
denţierea unor proteine. patologice oa . : proteina C-reso- 
tivi, Aalfafetoproteina, produgi de degrodare ai fibrino- 
„genului eto, 

j rincipiul metodei 

Difuzia Ag gi Ao unul „aspre. celălalt Într-un gel ca~- 
re iniţial nu. contine nici „un reactant, determină forma- 
rea unor linii de precipitare în zona de. echivalență, | 
Dacă în două godeuri. apropiate, decupate într-un 
„gel de agar Cagaroză) se pune în primul, ser care conti- 
ne o proteină. - ,antigen. şi în al doilea rj proteină - an- 
tioorp omologă . (ser. monospécifio anti-proteina antigen), 
ΔΕ şi Ao difuzeazá gi la locul lor. de. întîlnire se for- 
, meazi o linie de paritate. 
| Hateríole necesare m 

- Lame de microscop; 


El i pontra περα niet 


τομ. 
HUN 


s AMOR 

- Antiser monospecific; 

„= Ser dv referință (ser sigur pozitiv, care 
conține AIT RA patologică urmărită în SEST 

- Probe (seruri de bolnavi sau alte lichide 
biologice). η 

Metoda de lucru 
Pregătirea lamelor cu gel 

Pe o lamă de microscop se toarnă 3,5 ml ager 1% | 
(sau agaroză 0,8%) topit: într-o baie de apă prin fierbe- 
re rapidă, i 

Lama se lasă pe o suprafață orizontală timp de 15- M 
20 minute pentru solidificarea gelului. Lama astfel pre- 
gătită se poate folosi în aceeagi zi sau. se poate păstra 
pentru a fi utilizată ulterior (în cameră umedă, la 449C) 
timp de o săptămînă, Extragerea rondelelor de £x este 
mai ugoará în cazul în care gelu] turnat pe romă a stat 
24 ore la +4°C, în canară umedă. 

Lama cu gel Se.agazá apoi pe o hîrtie model (pe ca- 
σε Se marcheazà modul de amplasare a godeurilor) şi se. 
decupează godeuri cu o gtantá metalică ou diametrul de 3 
mm, Intotdeauna se dacupează un godeu central şi mai mul- 
te godeuri periferice, realizîndu-se TOP AER în rozetă, 

Distanţa dintre marginea godeului central şi margi- 
nea godeurilor periferice este de 3 mm. Rondelele de gel | 
se ex':rag prin aspirare, Pe o lamă se pot gtanţa 3 rozete. 

 Umplerea godeurilor | | 
| 8e numerotează godeurile. Umplerea godeurilor se 


face. cu pipeta Pasteur, avînd grijă să nu se depăgeaacă 
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volumul godeului,. 1 | d 


Pig.8. Dubla difuzie : rozete, linii de precipita- 
: ze 
"e = antiser monoclonal; 

1,4 = ser de referinţă; 
2,5 = probe pozitive; 
3,6: probe negative 

τ In godeul central 8e introduce antiserul; in godeu- 
rile 1 gi 4 se pune ser de referință; "iar în godeurile 
2,3,5 gi 6 se pun probele (seruri sau alte liohide biolo- 
gice). . 

In acest fel, fiecare ser cercetat se învecinează 
ου preparatul de.referintá, ceea ce pornite verificarea. 
Bpeoificităţii unei linii de precipitare. prin reacția de 
identitate .pe care o dă linia. de precipitare a probei ou 
linia serului de referință. Liniile se continuă una cu 
„cealaltă, realizând imaginea unui. genunchi îndoit, 

. Incubarea Be fede timp de t ore la 379 C, $n came- 
re umed ο (cutii Petri în care-se găsesc mici tampoane de 
: vatá umede). 
| Citirea Yamelót se face roug 24 ore, cu ochiul 11- 
. ber sau eventual ou o lupă, în’ fata unei surse de lumină, - 


(o dnteroalina între preparat gi sursă un fond negru. Linii- 
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le de precipitare devin după acest interval de timp des- . 

tul de vizibile. À τα 
Pentru o mai bună evidentiere a. liriilor de preoi- 


pitare Lamele se pot PALER, qx diferite metode. 


8.2.2.4. Imunoelectroforeza (IEF) 


Imunoelectroforeza reprezintă asocierea electrofo- 
rezei în gel (separarea antigenelor în funotie de ÍnckKr- 
carea lor electrică) cu dubla difuzie (preoipitarea Bpe- 
oificá κ᾿ anitgelistor de cátre anticorpi), Separarea prin 
electroforezá a proteinelor în mediu pios 6) urmată de. 
o dublă difuzie ou un antiger corespimzător, are oa re- 
suiter formarea unor linii de precipitare specifice, co- τ 
respunzătoare antigenelor din proba migratü, 

Imunoelectroforeza permite : ἊΣ 

~ separarea gi determinarea numărului de con- 
stituienţi dintr-un e-zestec de antigene; | 
„= definirea antigenelor pe baza mobilităţii 
electroforetice, a proprietăţii specifico gi a reacții- 
lor de culoare; | E 
- izolarea din. gel a antigenului ( dorit: fn vo- 
: derea analizei imunochimice | san pentru a obţine seruri. 


monospecifice... 


Materiale necesare . 
na - Aparat de electroforezk; 
- Lame de nioroseop; 


 - Stanţă pentru. tăiat coteari,ou diametrul de - 


quer s. MB 


της -. 


| -- Dispozitiv pentru declaro: ganturi in geil 
(format din.2 lame de ras. fixate de o parte şi alta a 
unei ένα de microscop); | 
- Tampon-veronal pHs 8 T | 
188 Gel de agar Note Difco 1% în tampon-vero- 
nal pH = B „6: 
| ae Ser polivalent enti-proteine umane; 
- Ser RonosSpeoifio anti-Ig G, Ig i Ig M etc; 


ai „Proba de examinat, 


. Metoda de luoru 
Pregătirea lamelor 


Pe lame de microscop se toarnă cîte 2 ΜΕ AI 1% 
topit într-o baie de apă, Lamele se. lasă pe o suprafață 
orizontală timp de 15-20 minute, după care se aplică pe 
piztea model în vederea stanţării godeurilor, 

Imunoelectroforeza ge poate executa în două varian- 
te: 

$ Yarianta I-a . 

59 aşază lama ou. agar pe hârtia model. I. Cu un tub 
metalio de 3 mm diametru, montat pe un tub de cauciuc cu 
| mugtiuo, Be gtanteazá godeul. central si se CERE rond e- 
la. de agar. 

„Deo QNS Vi. da etes godeului, în 5-8 mm distan- 
tá, Be taie un gant de 2-3 mm látime, fără. 8 se sooate | 
 figia de agar, Pe fundul .godeului central se pune ou o 

pipotă o picătură mioă de agar diluat 1/3 în: tampon, 
| In godeu se introduo. ου ο pipetá Pasteur citiva ul 
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probă (ser de cercetat), nm ou albastru de "bronfe- 
nol, care permite urmări rea migrării în cursul electio- 
 forezei. (fig. 6). V vi 

Variante. a_II-a 

Se agază lama cu agar pe hírtia model yr. Se taie: 
un singur gant la mijloc, în lungul lamei şi cîte un go- 
deu de 3 mm diametru de o parte. gi alta. a lui, distanța 5 
dintre şanţ gi godeu fíind de 5-8. mm, | | 

Intr-unul din godeuri se pune ὑέος colorată ou 
albastru de bromfenol, iar. in celílelt, un ser uman nor- 
ποι, Nu se va folosi ca ser uman normal serul de referin- 
tá IC (SURIC) deoarece acesta. nu este un Ber normal, 

Imunoelectroforeza efectuată în această varianti 
permite compararea imaginii dată de serul uman normal οἱ 
serul bolnavului (fig.6). 

| Electroforezs 

Se introduc lamele 22 4 aparat şi se "ner puntile 
de legătură între gel gi tamponul din: cuve (2-3 punți de 
hârtie de filtru a cÉrór lăţime nu trebuie. să depăgenscă 
lăţimea Pr -Probele sînt migrate οὐ o intensitate de 
5 mA/lamá, timp de o oră, In cazul în. care pe lamă a 
| fost apliceti 5 ml. -- agar, epote eieotroforezei va n 
mai lungă, 

Imunodifuzia 

„După terminarea migrării, se scoate fìgia de gel 


din ganţuri, fiecare gant. umpl£ndu-se apoi ou. antiser on 


ajutorul unei. pipete. Pasteur efilate,. Lamele. ge introduo uri 


în cemere umede (cutii Petri ou tampoane de vetí îmbibate 
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în apă sterilk) 1 ae inoubeazi la 37°C. timp de 24 ore, 
Reacția antigen-entícorp. se manifestă prin apari- 
(dia unor arcuri de precipitare, Lamele se pot citi ca a= 
tare, ου oohiul liber, ţinând. preparatele ou: stratul de 
` gel în Jos pe un fond . alb, Pentru. conservare sau pentru 
; o mai buná vizualizare a unor linii de precipitare se 


reoomanaă colorarea lor (preluorarea lamelor gi colora-. 


ον rea lor ulterioară se face conform metodologiei descrise 


la „punctul. 8.2.2, T 
| Inunoelootroforeza este o metodă de analiză calita- 
tivá stabilind în cazul proteinelor umane „monoclonale, 
ps imunoglobulinei patologice prin aceea că, arcul de 

precipitare. 'reSpeotiv apare ou importante modificări mor- 


 fologice ca : deformări, ingrogkri, dedublári, 


| 84242. 5. Contraimuhoeleotroforeza (ΟΥΞΡ) 


Proteinele. cu migrare anodică sînt precipitate în- 
tr-un cîmp electric de către anticorpii specifici, 

Contraimunselectroforeza Teprezinţă o. dublă difuzie 
la care deplasarea antigenului gi anticorpului este acce- 
leratk de un oimp. eleotrio, 
| a pH x 8, 2-8, 6 în. gelul de agar sau agaroză, anti- 
cozpii incárcati alab negativ 8e deplasează. spre catod 
i datorită eleotroendosmozei iar antigenele ou sarcină pe. 
trio mai. mare migrează spre anod, 

Aceste deplasări. se fao tan σπα contra rr iar difu- 


zia in alte direotii decît în cea a ! ofmpului eleotzio . 


us. 
este împiedicată, | 
| Metoda este mai. sensibilă 81 mai rapidă | decît du-- 
bla difuzie (rezultatele se obţin în 15-90 minute) de- 
oarece întîlnirea antigenului cu anticorpul nu are loc 
în gradient de ci-rcentraţie οἱ la concentraţii asemănă- 
toare celor iniţiale, t dle X EI 
„GIBF'furnizează . informaţii calitative gi semnifioa- 
tive si este utilizatk pentru decelsrea Sau identifica-. 
rea unor proteine eene patologice (41541, fetoprotei- 
na, produgii D si E de R ai fibrinogenului), an= 
tigene bacteriene, virale sau parazitare cum sînt anti- 
genele neningococice, . streptooociee, paeumococice, etc, . 
Materiale: necesare i 
= Aparat de electroforeză; | 
^ Punti de legătură gel-tampon; 
- Lame de micro8cop; 
- Tampon-veronai pH = 8,6; 
= Gej de agaroză; 
- Antisex monospecific; 
- Preparat de control (ser care conţine prote- 
ina patologică cercetată); | 
„= Seruri de tentat (de 1a bolnavi), 
Metoda de lucru 
E lame de microscop preparate în acelagi mod ca gi 
pice dubla difuzie (3,5 πὶ agaroză pe lamă) se practică 
cu ştanţa. metalică cu diametrul de 3 mm, 3-4 grupe a câte 
3 perechi de godeuri, Distanţa dintre marginea „celor do- 
uă godeuri dintr-o pereche este 3-5 mm (fig.9). . 


- 120 - 


. Pig. 9. Contraimunoeleotzoforeza t 
e. - antiser monospecific; 
>! = Ser de controi pozitiv; 


3,5,8,9 = probe pozitive; 
2,4,6,7 = probe negative, 


y Umplerea godeurilor se face astfel E 
Mir în godeul oatodio, serul de bolnav (antige- 
nul); 
.= în godeul anodic, antiserul monospecific : 
(anticorpul). . | 
„Pe fiecare lamă se testează preparatal αὐ referinţă, | 
| ο atenție deosebită “trebuie dată orientării lamei- în apa- 
 ratul de eleotroforezš, Godeurile . ou antiserul se pun la 
polul pozitiv, Intensitatea aurentului este αρα] ou 5 mA 
pentru fiecare lamá (respeetiv 50 V/lamá). Durata migrk- 
Tii 60 de minute, | 
„După. terminarea electroforezei, pentru îndepărtarea . 
precipitatelor nespecifice gi Întărirea liniilor de pre- - 
oipitare, se ţine a într-o: baie. de. ser fisiologis, 30 


"minute. 


"Citirea lamelor se fies áb obicei pe preparatul 


proaspăt (eventual cu lupa), căutînă prezenţa unor linii 
de. precipitare, Pentru păstrare, : preparatele se pot αρᾶ-- . 


la, usca gi colora, 


8:2.2.6, er etre ger z 


 Blectroimunodifuzia E reprezintă ο tehnică de 
determinare cantitativă a proteinelor din. diferite li- 
-chide biologice (salivă, lichid cefalorahidian), prezen- 
te in concentraţii mici. 

Principiul metodei 

 Eleotrogoreza probelor oare contin proteina-enti- 

gen, într-un strat de gel ce conţine Ὁ. cantitate. consten- 
| tă de anticorpi monospeoifiot, deternink formarea unor 
zone de precipitare (raohete, conuri), a căror înălţime . 
(sau arie) este direot proporţională cu concentraţia an- 
tigenalui, 

Tehnica prezentată mai jos se referă numai la de- 
terminarea proteinelor cu migrare anodică în gelul de a~ 
E (ex. Ig £). Ἐν 

Materinle necesare 

x Aparat de. electroforezk (eu eleotrozit τα. 
tot lungul băii pentru a realiza un cîmp eleotrie uniform); 
- - Plăci de stiolÉ 6/8 om; | | 
- ~. Stantá pentru godeuri cu. diametrul de 3mm, . 
` montată pe un tub de cauciuc ou mugtiuo; |. «t. C 
EA = Agaroză 0,8% în ΜΌΝ pH -8 253 


= Colorant-amesteo; 
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- . Antiser monospeoifioi 
- Ser standard de referinţă; 
- Probe de analizat, ` 
Metoda de luorü ^ 
Stabilires concentraţiei o time de antiser monos αν 


Intruoit excesul de ION produaé conuri de pre- 


cipitare foarte 91829, dar mici, iar antiserul in canti- 
| tate insuficientă furnizează conuri de precipitare mari, 
E difuze, se stabileşte experimental canti tatea cea 
mai mică de antiser care produce imagini olt mai mari si 
` cît mai clare, 

Practic, pentru a stabili concentraţia optimă e u- | 
i nui lot de monoser, se face O primă testare cu. 0,3 ml an- 
ear + 5, 7m agaroză, Dacă rezultatele nu sînt satiafă- 


-οἄτοατο,. se scade sau se creşte cantitatea de antiser. 


Serul Standard de referinţă. Pentru exprimarea ἃ 


».'£ultatelor, valorile găsite prin tehnica Laurell trebuie . 


raportate la o curbă de referință obţinută cu:3 dilu$gii 
` dintr-un ser standard cu. concentrație Sunogowtă în PET 
“teina cercetată, Dilutiile de ser. stendard se fac în ser 
$ fiziologic si, pipizate, la a c, sînt valabile luni de 
MN | | 
Pre epararea amestecului agaroză-antiser monospecific. 
Intr-o baie de apă se pune la fiert un tub cu aga- 
rozá.O ΕΚ. Cînd agaroza s-a topit,. tubul se introduce 
. într-o baie de apă de. 45-50?c ; în aoeeagi bsie.se intro- 


- duce si o eprubetă 16/160 mm, în care S-a pus cantitatea 


B ἘΠῚ εαν αἱ. | 
optimă de anciser. Peste antiser se adaugă pînă la 6 αἰ 
. agaroză, cu o pipetă gradată ou virfül tăiat, prefnekl- 
zití le 45-509c, Se agită tubul pentru omogenizarea a=. 
mestecalui, κ. E | 4 per ΕΝ 

Turnarea amestecului agarosi-entiser pe placă 

Placa de t 1918, notată, se aşază pe o masă oríson-: 

telí. Tubul cu soluţia de agaroză-anti ser se scoate din | 
apa termostatati, ge gterge apa de pe peretele exterior ' 
gi se toarnă conţinutul în mijlocul plăcii de. stiolă, [4-. 
. nând tubul fnolinat gi 18.0 distanță de 1-2 om, Imediat - 
ce agaroza a ajuns pe placă, tubul se ridică mei sua (3- 
4 om) gi se tine intr-o poziţie verticală, După golire, 
cu gura tubului se intinde agaroza pentru a addpézi com- | 
plet placa, obtinindu-se un Strat de grosime uniformă, 
Dacă s-au format (lucru ce trebuie. evitat) dule de aer 
acestea se înderărtează prin atingerea gelului din jurul 
balei, cu ajutorul unni ac de Beringă, Placa se lasă 15 
ninute 18. temperatura camerei pentru Solidificarea agaro- 
el. Se lnoreazá numai. ou plăci proaspăt turnate, z -- 

Stentares &godeurilor. Plaosg acoperită ou stratul de 
agarozá-antiser monospecific se agază pe hârtia model, Cu 
ştanţa metalică se gtanteazí 10 godeuri agezato pe o li- . 
nie paralelă du latura mare a. plăcii, la aproximativ 2 am 
 depártare de margine, Distanţa de la centrul unui goden 
la centrul godeului alăturat este de 6 mm. Rondelele de 
agaroză. se îndepărtează prin aspirare (fig. 10), 

Diluarea probelor este în funcţie de proteina mă- 
5ατατά, De exemplu pentru Ig A seoretor din salivă se fa- 
ce diluiia 1/2.  —— | ! 
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- Pig. 10. Electroimunodifuzíe LAURELL : 


gode) le 1 à şi 3 = ser de referință în 
3 dilutii; 
godeurile . 4-10. « “probe, 


Umolerea godeurilor Se face cu aparatul de electro- 


foreză sub tensiune, folosind un curent mai slab decît 


¥ cel cu care se execută electroforeza (de exemplu 100 Y), 


In fiecare godeu se introduc 3 pl antigen, EFN 
astfel : în godeurile 17 2 gi 3, cele 3 dilutii de ser- 
jr standard de. referinţă; în celelalte 7 godeuri, probele, 
Plaoa de stiolă trebuie astfel aşezată în aparatul 
ip OAS încît godeurile să fie la catod, 

A  Electroforeza, Electrozii trebuie să fie intingi. 
ER tot lungul băii de electroforezá, deoarece numai aga 
Sem :alizează un câmp electric. uni form, absolut necesar 


unei determinări cantitative corecte. Tamponul din băi 


 .. este nediluat, deci de două ori mai concentrat decît cel 


din gel. Tamponul poste fi refolosit, dar numai pentru. 


:3 migrări (1a fiecare migrare se schimbă semnul eleotro- 


"o ~ 125 ~ 
zilor), imparificarea taspinulai cu: proteine intluenţind 
nefavorabil ΕΝ conurilor de precipitare, 

“Voltaj = 125 V/plack; durata migrării = 3 ore, 


Coloraree preparatelor ~ Vezi pagina 101 (Prela-. 


orarea lamelor ou imunoprecipitate), 

| Rezultate 

` Preparatul se mm cu adul in Mem pe o hîrtie mi~ 

limetrick, Se oitegte lungimea conurilor de. precipitare 
de la: marginea anodică a godeului la vîrful conului, Pre- 
cizia citirii este de 0,2 mm. 

| Curba de referinţă se face pe. o hîrtie milimetrică, 
înscriind pe absoisk concentrația oelor 3 diluţii de sor- 
standard de referinţă, iar pe ordonată, lungimea conurilor 


de precipitare. Cu ajutorul acestei curbe se calculează ; 


"conţinutul probelor în proteina studiată. 


Exprimarea rezultatelor se face $n uniti conven- | 
'ἔ1οηβ]ο (serul standard conține 100 U.I./nl din fieoare 
inunoglobulink) sau în ng/100 ml, dacă dispunem de an ser 
Standard ou conţinut în mg din proteins măsarată, 


8.2.2.7. Imunofixarea (IPx) 
Principiul metodei 


Bleotroforeza probelor în gel, combinată cu. reao- 
tia Αε-Αο de imobilizare a unui reactent necunoscut de 
către reaotantul ounoscut, permite identificarea antige- 
 nülui Bau enticorpului necunoscut, ` 
| Inunofixsrea (IFx) este folositk de exemplu pentru 


 deceiarea gi identificarea componentelor monoolonale din 
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ser 9i. urină, precum gi pentru diagnostiout diferential 
- .$ntre o hipergammaglobulinemio policlonal& și una mono- 
olonalá, printr-o precipitare Ag-A0 oare urmează unei 
p electroforetice, 
In varianta descrisă mai idiv νυν sint apli- 
pati la suprafaţa gelului, executíndu-se 7 electroforeze: 
una serveşte ca. imagine de referință; iar celelalte 6 
se foloseso pentru fixarea ou. antiseruri Tie G, AE A, Ig 
"M, 1g D, kappa $i lamüda, 

Materiale necesare 

- Aparat de eleciroforezi; 

- Pláoi de stiolà 6/8 em; 

= Hîrtie. model pentru IFz (2 bucăţi); 

- Sablon cu fante din folie-de plastio, pen- 
tru aplicarea serului de cercetat (o fantă are 5 mm/0,5 
mu), 2 bucăţi; 

- Sablon cu dreptunghiuri decupate într-o fo- 
lie de plastio pentru aplicarea monoserurilor gi linhidu- 
lui de developare (un dreptunghi are „45 mm/8 en), e bu- 
eitis 

- Tampon-veronal pH = 8,6; 

- Agaroză 1% în: tampon-veronal pH = 8,6; 

- .Solutie de developare pentru electroforeza 
proteică (EPP) : 1,25 g acid pioric în X00 πὶ acid acetic 
Im Se prepară extemporaneu; 
| - Seruri monospeoifice anti-Ig G, Ig A, τε M, 
Ig D, kappa. şi lambda;  - -. 


- Ser de cercetat; 


v ο. στα 
e τα Amidoschwarz soluție 0 »15; 
Metoda de luoru 


 Electroforeza 


- Se:ctopegte un tub de agaroză într-o baie de 
apă. | 
- Se pune fiecare placă de sticlk pe o hirtie 
model pentru IFx, 
- Se notează pe dosul plăoii M e^ inelară 
81 polul +. e: | | 
- Se inellzezo plăcile, introducindu-le în 
baia de. apă fierbinte în care. s-a topit tubul de egaroză; 
se usucă prin ştergere cu un tifon, 
us Se toarnă 3 ml de agarozá' pe fiecare placă, 
așezată pe o suprafaţă. perfect. orizontală, realizind un^ 
strat de aproximativ 0,6 mm grosime. Stratul de gel tre- 
büie să fie perfect neted, [^ 
„= 8e lasă plăcile 15 minute pe o suprafaţă o- 
rizontală (pentru solidificare) acoperite cu un capao de 
cutie Petri, εν 
| - Se introduo 15 minute la frigider în ceneză 
umedă, | | 
- Se fao dilutii din serul de cercetat în tam- 
pon-veronal astfel i. 
„Ser de cercetat dil. 1/2 pentru EFP :. 
0,03 ml tampon 4 0,03 ml ser de. cercetat; 
Ser de cercetat ἀ41. 1/10 pentru IFx : 
0,09 nl tempon * ο, 01 ml ser de cercetate 


- Se agazá fiecare placă pe o hîrtie model 
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pentru IPX. — 
-. Se σαν Tw cu o birtie de filtra, 
| splictna pe gel fata netedă a hîrtiei, 
- Se aplicá gablonul cu fente, Se trece ugor 
i cu | Mags tur deasupra, pentru ca modelul să adere foarte 
| bine de gel. Pe cele două plăci se folonesc.7 fante ξ 
| una pentru EPP gi 6 pentru IFx (Ig G, Ig A, lg M, Ig D, 
i kappa gi lambda), . 
- Deasupra fiecărei fante se pune : peste pri- 
ma fantá o picătură ser de cercetat diluat 1/2 (pentru 
ΕΣΡ). gi peste celelalte 6 fante cîte o picătură ser de 
"geroetat diluat 1/10 (pentru imunofixüri). 
n - Se lasă 7 minute. 
„= Se tamponează cu o hîrtie de filtru, 
- Se scoate 'gablonul cu fente.. 
„= Se pun plăcile la migrat : 75 Y, 20 minute, 
. imunofixarea 
| i Se scot plăcile din aparatul de eleotrofore- 
ză. | | 
- Se agază plăcile 5 hirtia model pentru IFx, 
- Se tamponează gelul cu hîrtie de filtru, 
- Se aplică gablonul ou dreptunghiuri.. 

A . In dreptunghiuri se pun cîte 3 picături 
(aproximativ. 80; n1) din : 1) soluţie de developare pentru E 
EFP, 2): antiser kappa, 3) antiser lambda, 4) antiser Ig 
6, 5) antiser Ig A, 6) antiser. Ig M, 7) antiser Ig D. 

- Se acoperă totul ĉu un capao de cutie Petri, 


sub care se pene o vată umezitá sau un burete mic umezit, 
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realizindu-se ο cameră umedă, 

- Se lasă. la temperatura cenerei 30 TT 

- Se tamponează preparatul cu hîrtie de fil- 
trus | | | 

„= Se scoate gablonul ου dreptunghiuri, 
 SpÉlere 54 uscare 
| - Piecare placă se spală într-o baie de ser 
fiziologie (într-o cutie Petri), 10 minute, 

- Baci cu presare : se agazá pe masă o hîr- 
tie de filtra, apoi placa cu gel (gelul: în aus); li : 
pra se pune ο hârtie de filtru umezi tă, apoi 4 hîrtii de 
filtru uscate, o. placă (6/8. om) gi ο greutate- de 1-2 κε. 
Be lasă 10 minute, 

- Se repetă “spălarea cu ser fiziologic (10 mi- 
nute) gi uscarea cu presare (10 minute). 

- In continuare se uBuok preparatul descoperit 
la RE camerei. 30-60 minute sau peste noapte. A- 
ceastă uscare se poate. grăbi prin. introducerea ρήματος 
tului într-un cuptor de 9050 timp de 5 minute, | 

Colorare : A 
- Se. spală preparatul cu apă de robinet, fre- 
cându=1 ugor ou degetul, pentru îndepărtarea scamelor. 

- 8e coloreazá on amidoschwarz 0,1% „15 minu- 
te, | an s 

- Se spală rapid cu apă de robinet de 2 ori. — 
-.8e usucă între 2 hârtii de filtra pi în con- 
„tinuare descoperit la temperatura camerei. 


Plăcile uscate sînt plasate cu stratul de gel în 


Jos pe un fond alb, In cazul existentei unei aug pda 
monoolonale, EFP indică prezența. gi locul componentei, 
iar IPr cu seruri monospeoifice indică. clása de imunoglo- 
a gi „tipul de lent ugor căreia $1 aparţine (kappa 
sau lambda), 1g.11, | 


fæ o .-.-.- "adam ωμό ο o c ORDNUNG --.-- 
t — 9 MÀ — € — 


Tig.ll. Imunofixarea. Componentă monoclonală Ig G- 
kappa 


In cazul hipergammaglobulinemiilor poliolonale, IFz 


evidenţiază zone de precipitare atît la „Serul anti-lambda, 


cit 8 la cel. 1 enti-keppa, 


8.3. Reacţia de neutralizare 


In cazul reactiilor de neutrelizare, Ag este repre- 
zentat. de un Amunogen cu proprietăţi biologice. (tozină, 
enzină, virus), anticorpii specifici determinînă (in vivo 
E in vitro) blocarea acestor proprietăţi, 

_Xeutralizarea depinde de. aviditat: a. anticorpilor, 
„adică de viteza ou care acegtia- se pot. combina cu Ag gi 


de gradul ws stabilitate: a legăturii „AB-40, Astfel, s-n. 


πι S 
constatat că reacția poatè fi reversibilă în urza Pra 
lukrii mediului în care a avut loo. Ente de menţionat 
faptul οὔ neutralizarea efectelor biologice ale Ag ae 
„întâlneşte numai în cazul in oare. situsul toxia sau en- 
zimatic ᾽ responsabil de aotivitaţea. biologică a entigenu- 
| lui este identio. ou situsul antigenio, 

In laboza torul clinico, acest tip. de reacții se u- 
tilizează pentru. determinarea anticorpilor anti-strepto- 
lizină Ὁ prin reacţia ASLO (a cărei etapă finală de vi- e 
 zualizare este o hemoliză), pentru stabilirea eficienței 
unor vaccinkri gi pentru identificarea unor virusuri, 

In cazul- Tresctiei ASLO, probele contin. deseori in- 
hibitori nespeoifioi ce trebuie îndepărtați înaintea exe- 
cutürii testului, fapt pentru care se preferă ca reacţia 
să fie făcută după Tivanolarea probelor. 


Microtehnica ASLO 


Principiul metodei 


Reacţia ASLO determină titrul anticorpilor anti- 
streptolizină 0 in serul bolnavilor au afecţiuni datora- 
. te streptocooului beta-hemolitio. Reacţia ASLO eate o 
reacţie de. inhibare a hemolizei: care se bazează pe înau- 
girea Streptolizinei de a. produce liza hematiilor de di- 
„verse specii. 

Cazul I : Serul de bolnav (diluat) conţine anti- 
sezpă antintreptolizină O. Aceştia neutralizează strepto- 
lizina (reactiv 1). Henatiile (reactiv 2) adăugate ca in-. 
 dicator al reacției Ας-Αο (reactia. dintre streptolizink | 
gi anticorpii ASLO) nu sînt lisate. Deci, absente Bemoli- 


: ri eS 1 ARA» ο, 
zei indică prezenţa anticorpilor ASLO. 
|: Cazul II t Serul de bolnav (diluat) nu contine an- 


ticorpi antistreptolizină O. Streptolizina (resctiv 1) 


lizeazü hematiile ος Ετος 2). Deoi, prezența hemolizei 
indică absența anticorpilor . ASLO. 


Materiale necesare 
- Streptolizink ο (51ο) ο ετων Pi 1108111 

| zatü IC (reaotiv 17 

- Eritrocite (E) de om (reactiv 2); | 

- Seruri de bolnavi, neinfectate şi nehemoli- κ 
wits; | | 

- Ser de control κ «de. : Ser ou titru cunos- 
cut, situat la mijlocul scării de ànutii; ` 

- Pláoi de plastic cu godeuri IC; 

- Pipetă Pasteur. ou tetink; 

-= Ser fiziologia, 


du toda "A luoru 


Eritrooite de om suspensie 2.58. Tafer probă de 


sînge se spală separat cu ser fiziologie prin centrifu- 
gare de două ori, pentru îndepărtarea anticorpilor” de 
&rup, Se amestecă sedinentele 91 se spalá încă o dată 
prin centrifugare, y j | 
Din sedimentul de: eritrocite se prepară o suspen- 


sie 2 „5% în ser fiziologic care se utilizează în 5569854. 


zi. 
Pregătirea serurilor de EPOR Serurile de bol- 


navi se tratează cu ti vanol „pentru îndepărtarea inhibi- 
torilor neapeaifioi s 8e dilueazi 1/100 in ser fiz101o-. 


| -13-. 
gic astfel : 
I. Rivanol soluţie 0,4% in apă distilată -... at 
Ser dé. bolnaY ep... trennen 0,2 πὶ 
` Temperatura camerei, 10 minute 
Ser fiziologic o... n piele ee ο RAR s 1,0 ml 
^ Centrifugare, πμ. x ser Solia di- 
| luat 1/10, | 
II. Ser fiziologie ο 24 1,8 ml 
Ser bolnav 1/10........ Y Y AER z. 0,2 m 
Se obţine ser de bolnav diluat 1/100, din cere se 
vor Til dilutiile ulterioare în sola 
Rivenolul indepárteazá complementul, fept pentru 
care insctivaren serului 1a 56% este inutilă, 


boss plácii MUSS 12). 


dO din HS duy IN, |. 


Unităţi ASLO 


Fig. 12. Kx vd plăcii cu gaara pentru DN 
nica ASLO 


Diluarea serurilor de NUS (în godeu). Se fac 9 


àiluii de ser în scară geometrică cu rete 1,5 de la 1/100 
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YR 1/2560. Se realizează trecînd din goden. 4. piokiuni. 


AIO 8er de balnak diluat peste 2 picături. Ber fiziologie, 


l ' Diluarea gi repartizarea etreptolizinei. Strepto- 


1: Zina. activată gi Iiofi1izată 89 reia în apă distilată 
conform indióatiilor de pe etioheta fiolei gi Se repar- 
tizeazü imediat cite ο picătură iu fiecare godeu. Se a~ 
gitk placa, Inoubare la termostat » 379 C, 15 minute. 

| Repartizarea Buspensiei de eritrocite 2.54 : cîte 
| i. picătură în: fiecare godeu. - Agitare, E 
| Inoubare in termostatul de 379c, 45 minute, ou re- 


agitare după 15 minute. Această reagitare este absolut. 


necesará, deoarece hema tiile ~= din Causa volumului de 
; reacție foarte mic (de aprorimativ 0, 1 ml) = se depun 
repede gi trebuie readuse in suspensie pentru a veni în 


contact ou ceilalţi reactanți ΠΤΙ, 


1 


in.;cu du m 15 mir. 


uv ASID za ea 


E Dia i ia t n t rr eee aa ua —— otel) 


Pa. 13. ο, de TIT pen.ru o probă (un gir) 
în micro tehnica ASLO 


3 i 1 A E A md 
; Zu d ip e ver Iud 
Martorii : . Wer Tie enis 
- * ^ t . a A Ἢ 
3 FESTOS . j 


su 


P și 155 . - 
uertor =. ser „(pentru fiecare ser - μεν 3 


SF l pic. + ser-bolnav 1/100 2 pia. + E 1 P 


7 martor streptolizină TARS în triplu : 
SF 2 pic. * SLO 1 pic, *E1 pios. 
* martor eritrocite (Κα, in κάμε : 
Si 3 pic, *, E 1l pio, l 
Ser de control. 'Se lucrează la fel oa un ser de 
cercetat, 
Citire gi interpretare 
^itiren rezultatelor 86 poate face imediat după 
scoaterea plăcilor din termostat, dar este mai clară du- 


pă 1-2 ore (sau 24 ore) de păstrare a plăcilor la +49, 


p. Citirea constá din examinarea vizuală a '&odeurilor : 


~ hemoliza = reacție negativă; i 
- buton de eritrocite neted, ou bat uc inco- 
lor = vene sie pozitivă; : ' 
~ buton de eritrocite. gi: henolizk parţială = reac- 
fie Blab pozitivă. 
i Pentru a avea Încredere în rezultate, trebuie ca ; 
„= martorii să arate astfel. : hemoliză totală. le 
Κας şi buton de eritrooite noted, ou supernatantul 1206: 
lor, la M. şi martorii de ser;. | 
- Berul de control să prezinte titral cunoscut (cel 
mult + 1 goden), 


| 8.4. Reac tis de hem oliză » i Ma x 


Hemoliza imunk este fenomenul de lizare a hematii- 
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lor de către un ser imun: hemolitio oorespunzütor oare 
conține anticorpi speoifici (hemolizine), | 
Hemolizinole apar in serul animaleior inoculate 
-cu hematii provenita de la alte specii animale gi au 


proprietates de a liza aceste hematii în prezen [9 alexi- 


Titrares activității unui ser hemolitio 
Elementele necesare reacției - 


- gerul imun hemolitio (de exemplu. serul i- 


: nei. 


mun anti-henatii de oaíe); 
. - antigenul (hematii de uisi 


alexina (complementul ) ; 


~ soluţie oloruro-sodică 8,5 go; 


„eprubete de hemoliză; 
n pipete; 
- baloane cotate, 
_ Pregătirea elemontelor de. renciie 
Serul hemolitto anti-oaie se obține prin imunizna- 
ren iepurelui ou o. suspensie de hematii de oaie, Spálcte 
prin centrifugare ou soluţie oloruro-nodică gi readuse 
le volumul iniţial, Se practică una Bau două invculări 
la un interval de 2 zile. Síngele se recoltează din vena 
marginalü ε: urechii, sax după coagulare serul se separă 
prin centi fugare, ; 
| Antigenul (heaatiile de oaie) se obține prin recol- 
tarea in mod Steril a singelui de ‘oale din vena jugulará, 
într-un balon cu perle de sticlă pentru defibrinare, He- 


matiile astfel obţinute sînt spălate prin centrifugare 
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în soluţie oloruro-aodick de mai multe ori, pînă ce 14- 
chidul supernatant este perfect limpede., După îndepăr- 
tarea aupernatentului, din depozitul de hematii sniega 
8e face o suspensie de 1,5% în soluţie oloruro-aodică, , 
Alexixa ( complementul), 86 folosegte in reacție 


diluată 1/10. Se foloseşte fie alexină. conserva tă fie 


ser proaspăt de cobai, oare conţine alezxină, 

Tehnica de lucru. Din serul hemolitic de titrat 
. 8e fac dilutii suocesive (1/100, 1/200, 1/400, 1/800 s, 
8.m.0.), Se repartizează din fiecare diluţie cîte 1 πὶ 
în tuburi de hemolizáí, Se adaugă apoi cîte 1 ml suspen- 
sie 1,54 de hematii de oaie, ᾿ 

„Amestecul de ser de cercetat gi suspensia de hema- . 
tii se incubează la 379C, timp de o oră, Se: adaugă apoi 
în fiecare eprubetă ofte 0,5 ml alerini diluati 1/10 gi 
se agită bine, Volumul final al amestecului este 4e 2,5. 
ml. Reacţia se citeşte după o nouă incubare de vt minute 
16 37%. 

Ultimul tub din serie este tubul martor 15] care 
nu contine ser de cercetat. Acesta contine 1 ml soluție 
cloruüro-sodiok, l ml suspensia de hematii g10 „5 ml pres 
xiná ( tabel IV). 


In eprubetele în care a arit loc hemoliza. lichidul 


è. 


Be înrogeşte gi soluția devine limpede, Pe fundul ue 
telor 8e depune stroma hematiilor. lizate. 


Titrul serului hemolitic. este ων de canti- i 


tatea de ser care, în volumul total. de 2, 5 ml gi în pre- 
zenta a 0,5 ml alexină diluată 1/10, a produs în timp de 
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.30 minute liza totală a 1 ml globule rogii suspensie 


1,55 (36 va considera întotdeauna tubul ou hemoliza to~ 


| Tabelul IV. Schema titrării serului hemolitio 
Numărul | 


tuburi- I IT III IY PoE YI VIII M 

lor ; ! | 

Ser imun : : i ig j 

 hemodli- 1 1 1 Jos les ὃν ..1..1 ml sol, 

tic (ml) dil, dil. dil. dil. dil, dil, dil. dil. ocloruro- 
να... ρα) ο) 1/ sodică 

„100 200 400 80Ο 1600 3200 6400 12800 . 


. Hems tii | 
ο aL gin ας 1 


1,5% (ml) | 
Alexiná mum i 

diluată 0,5. 0,5 0,5 0,5 0,5 039*70,505645*::075 
1/10 (0). M. m | i 


2222322222 e ο oe e ee m e ee me m n an n Z22722 e e me e e ee m em e ae ee ag 
DOO SSPR PSESE LLLLLLLLLLLLLLLILLLLLLLELLPEEIEPETTTIIITEIIT 


Reacţia de henolizk are o largá aplicabilitate prac- 
tícá. Sub numele de "Reacţia de fixare a ον ού λα1 as» 
(5.5.0.) se utilizează în diagnosticul diferitelor infeo- 
víi : sifilis (reacție cunoscută sub numele de Boxdet- 
Wassermann), febră tifoidă, gonocooii cronice, leptospi- 


roze, infecţii virotice gi rickettsiene. 


8.5. Reacţii cu reactivi marca ii 


Procedeele clasice de demonstrare a unei reacţii 


dintre un antigen gi un anticorp (precipitarea gi sgluti- 
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qe rezolvă o parte din problemele inunodiognostióue 3 
1 lai. —— k 

ος Uneori însă, pentru a vizualiza dbi ard antigen- 
anticorp este necesară o reacție seoundară de meroare, 

Unul dii "eactanti se conjugă ou. une din armătoa- 
rele substanțe de marcare 

a) izotiocianat de. fluoresceink, care produce o 
| finorescentk străluci toare în lumina ultravioletă; 

b) o enzimă (de obicei peroxidaza), oare ae pune 
în evidență printr-o resoțíe histoohimick de culoare, 
vizibilă 1a microscopul SPICE obisnuit; 

ο) un radioizotop, a cărui activitate se măsoară 
într-un contor de scintilaţie, 

S-au pus aatfel la punot o serie de metode utile 
laboratorului clinic : | 

l. metoda imunofluorescentă; 

2. metoda imunoenzimatioá; 


3. metoda. de radioimunoanaliză "p 


8,5.1. Inunofluorescenta 


A 


In cazul imunofluorescentei (XP), unul dintre reao- 
tenti (Wa onai sau anticorpul de cercetat) trebuie să 
constituie o parte dintr-o structură biologică, celulă . 
sau ţesut, Peactivul marcat οὐ. fluoroorom relevínd reac- 
via Ag-Ac,. In lumina ultravioletă, la examinarea Rinredbg- 
pică, apare 9 strălucire caracteristică. pentru antigene - 


ce fac parte dintr-o structurá corpusculará (celule, bac- 
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terii, paraziți, virusuri eto,), 

| Imunofluorecbenta se poate realiza direct sau in-. 
| direot, Varianta de inunofluorescentk care are cea mai 
largă aplicare în practica diagnosticului este imunoflu- 
 Orescenta indirectá (INI), deoarece sistemul de develo- 
pare al reacției ""ntigen-enticorp comportă acelagi reac- 
o tiv pentru toate complexele Αρ-Αο umane : conjugatul fln- 
orescent antigammaglobulină om. 
| Pentru determinarea anticorpilor antinuclenzi, δε. 
rul de bolnav Be pune în contacg M 0. amprentă de ficat 
de gobolan, Anticorpii antinucleari (AAN) reac ţinneaz: 
„cu nucleii hepatocitelor de şobolan, Urmeazí irnvbarea | 
preparatului cu conjugatul fluorescent antigammagiobuli- 


ná om, care permite citirea rezultatelor la microscopul 


cu fluorescent, " 


Materiale necesare |. | 
RE - Microscop de fluorescenţă sau microscop o- 
bignuft 4 lampă ΒΒ op. - | . 
= Filtre :. filtru caloric + filtru de excita- 
tie (B0 12/4) 4 Filtru de baraj (OG 1,5 + qc 9/1). 
- Lame de microscop subţiri; lamele 24/24 ma, 
- Tampon-fosfat pH = 7,2 " | 
B NaCl ΠΗΡΕ 8,50 g 
NajHPO, + 2 Ἡρο ο ντ 1,28 e 
KHAPO, eeeeeeeeeeesérses 0,39 g. 
Apă distilată ....,..... ad.1000 ml 
„= Glicerină tampohată : glicerină 9 pápti + 


tempon-fosfat 1 pazte, 
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- Fragmente de ficat de gobolan congelate le 
«2006. Se saorifică un şobolan sănătos, πο prelevează 
' ficatul, se taie în fragmente care se introduc într-un 
tub de plastic, Se acoperă ou tampon-fosfat şi se păs- 
trează la -200c, Timpul de conservare este de 1 en, 
| - Conjugatul fluorescent antigammaglobulină 
om IC. Se titrează fiecare lot, Btabilind dilutia cea 
mai mare care dá încă fluorescentă foarte intensă pe am- 
prente de ficat de gobolan tratate ou ser de bolnav in- 
tens pozitiv. Conjugatul fluorescent se păstrează în di- 
lutia de lucru le 44°C, multe luni, - νι 
| - Ser de control pozitiv gi Ber κ control 
negativ; se păstrează la +49, AAN fn serurile de bol- 
navi se conservă uneori multe luni, 
- Seruri de bolnavi, . 

Metoda de lucru. 

- Pregătirea lamei, O lamă de microscoop notată, se 
aşază pe o hîrtie model pe care sînt conturate opt cer-. | 
-ouri (2 rânduri a cîte 4 cercuri) cu un diametru de 9 μα... 
Cu un oreion de soria pe sticlă se deseneazk cercurile 
pe lama care se fixează apoi la flacără, oa un preparat 
bacteriologic, pentru a evita dealipirea cerourilor dese- i 
nate, i 

- X ria amprentelor, Un FAAN de ficat de 
şobolan păstrat la -20°C se decongelează la temperatura 
camerei, se taie în două ca un bisturiu ei on suprafata 
de secțiune proaspătă se fac amprente în cele 8 cercuri, 


Se usucă le aer, ‘Amprentele pot fi folosite numai proas- 
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pete, 


~ Reacţia dintre. AAN gi nuclei TENOS AB-Ac Bpe- 


cifică), Lama ou amprente Be agază într-o cutie Petri pe 
un suport aloátuit din două tuburi de sticlă. 

| In CE l se pune. o. picătură 8er de control (+), 
în ceroul 2 o picătură ser de control (-), iar în urmi- 
toarele cercuri oîte o picătură Ser de bolnav diluat 
1/10. Se acoperă cutia gi preparatele se lasă la tempe- | 
ratura camerei 20 minute, Se spală preparatele Ou ser fi- | 
ziologio picurat dintr-o pipetă cu vârful ciobit. Se sou- 
turá lama puternic pentru a îndepărta serul fiziologic, Ἢ 
iar resturile de ser fiziologia dintre cercuri se inde- 
părtează cu hîrtie de filtru, 

„Trebuie evitată usoarea τς, fapt 
ce compromite realizarea unui preparat de bună calitate, 
- Reacţia dintre AAN gi conjugatul fluorescent 
(reactia de developare a reacției Ag-Ao specifice). Se : 
acoperă fiecare cero cu o picătură de conjugat fluores- 
cent antigenmaglobulink om, diluat conform titrului. Se 
1:3 la temperatura óemerei 20 minute, apoi se spală cu 

ser fiziologic. | 

- Monts rea preparatulu e Pe o lamelă 24/24 mm se 
pun. 4 picături de glicerină tamponată ου care se acoperă 
4 cercuri; celelalte 4 cerouri Be acoperă ou elta lamelă 
| 24/24 mm pe care „se pune glicerină tamponată, 
Citirea rezultatelor 
Se aprinde lampa HBO sc 4 se agteaptk e ΜΕΣ minu- 


te înainte de folosire, Examinarea în lumină ultravioletă 
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se face ou obiectivul 20, Bate preferabil a ca în cameră 
să fie întuneric. | 

Rezultat εδρα : pe un fond ugor verzui se obser- 
vá mici zone întunecoase care corespund cu nucleii neco- 
lorati. ! 

Rezultat pozitiv ; pe fondul tx e verzui apar nu-. 
oleii cu fluorescenţă strălucitoare, In report cu inten- 
sitatea fluorescenfei, rezultatul se notează ou + pînă 
la +++, PV m a 

Fluorescenta apare sub mai multe aspecte : 

=- fluorescentá omogenă = nuoleul apare intens j 
yan strălucitor, aspect care se întîlnegte de obicei; 

$ fluorescentă inelară = intensitate maximă de flu- 
orescentí la periferia nucleului; 

- fluorescentá pătată = distribuită în grămezi; 

~ fluorescenţă nucleolark - localizată la v 
nuoleolilor. | a. | 

. Mitrarea anticorpilor entinucleari 

Pentru dikenoatid este importantă nu rumat consta- 
tarea prezentei de AAN în serul TAN: dar gi cunoag- : 
terea titrului de AAN, 

Se fac dilutii binase ale serului de bolnav de la 
1/10 la 1/640. In 8 cercuri cu amprente de ficat de gobo- 
len de pe o lamă, se pune cîte o picătură din serul de | 
bolnav; în cercul 1, ser nativ; în cercul 2, ser diluat | 
1/10; în cercul 3, ser diluat 1/20 eto. Apoi se continuă | 
timpii de lucru ca la decolarea de AAN, 73 | 

Titrul de enticorpi = CEEL dilute de ser de bol- 
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nav oare dá fluoresoeg tk pozitivă (+), 

Ti trarea conjuga tului fluorescent antizammaglobu- 

lină om τέ ὁ Bai 

Pe toate cele 8 amprente Pe ficat de şobolan de pe 
o lamá, se pune câte o picătură ser de bolnav intens po- 
P pentru AAN, Se fao dilutii binare din conjuge tul 
fluorescent pe oare $1 titrăm : Pw 1/22: 1/4 eto. gi se 
"acoperă ou fiecare dilutie câte ο amprentă, Dacă se | 3is- 
. pune de un conjugat fluoiesoent de bună calitate ounos- 
| qut, este recomandabil să fie folosit ca eui Se 
examineazá preparatele la microscopul de fluorescentă. 

Dilutia oea mai mare oare mai: dá. fluorescentă . in- 


— Cree) - titrul oonjugatului με da 


8.5.2. Metoda ο me x 


Metodele imunoenzimatioe folosite în imunologia 
“clinică ge bazează pe aceleagi principii oa tahnicile 
imuxofluorescente, ou deosebirea οὔ anticorpul se conju- 
gă. cu o enzimă (de. obicei peroxidaza) gi nu ou fluores- 
ocina. | l 

Metoda prezintă o Serie de avantaje i 

- - citirea Be face la un microscoop optio obişnuit; 
- metoda este mai ugor Btandardízabilá. deoarece 
Prepararea conjugatelor ou peroxidazá nu est. complicată; 
- preparatele obţinute sínt stabile şi pot fi păa- 
trate oa referinţă, în timp be diminuarea în timp a fluo- 


Toetan jet face necosară . fotografierea preparatelor pentru 


| 145 - 

păstrarea imaginii, | 

| Metoda prezintă gi unele dezavantaje α΄ 

- reactivul este foarte Scump; 

- este necesar un timp în plus pentru vizualizarea 
enzimei; | 

- enzima poate fi dinainte prezentă în tesut gi 
astfel apar imagini fals pozitive, E 
| Reacţiile imunoenzimatice se pot PR în sistem 
omogen sau în sistem heterogen, 

Reactiile imunoenzimatice în sistem omogen se uti- 
lizează în special pentru determinarea haptenelor, pro- | 
dusele comerciale disponibile pentru acest sistem fiind 
denumite EMIT (enzyme-nultiplied-immunoossay-technique). 
Principiul acestor reacţii constă în competi ţia pentru 
Ac între Ag (haptenă) marcat enzimatic gi Ag de determi- 
nat (din probă), activitatea enzim- tică fiind invers pro- 
portionalá cu concentraţia Ag din probă, 

| Reacţiile imunoenzima ti ce în sistem heterogen pot 
fi utilizate atît pentru determinarea Ac cît gi a Ag. 
Tehnicile în care activitatea enzimatică a conjugatului 
nu este influențată de reacția Ag-Ac necesită ο etapă de 
separare gi sînt denumite: reacţii imunoenzimatice în 818- 
tem heterogen, In cazul utilizării Sistemelor de fază so- 
lidÉ pentru Separarea moleculelor libere gi a8 celor mar- 
cate, procedeul este denumit ELISA (enzyme-1 .nked-immuno- 
| Sorbent-assay). Acest sistem de analiză constă dintr-o 
suită de reacţii 91 anume : | | 


- primul reactant (Ag sau Ac) este imobilizst pe un 
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suport solid (tuburi, bile, plăoi de plas :ie ca Aio 
` = Ag Bau Ao din proba de "σοι se leagă specific 
de reactantul mobilizat; 

- reactantul marcat enzinatio reacţionează ou oom- 4 
plexul reactant imobilizat - antigen (sau anticorp) din 
probă, Reactantul marcat TR AD forma: din Ag (sau 
Ao) conjugat ou w enzimă este activ atit *munologioc oit 
gi enzimatio gi resotioneazk atît ου Ag (sau Ac) din CO 
bá imobilizat pc suportul η ots gi cu substratul οο- 
rospunzător al enzimei; 

= vizualizarea reacției dintre renotantul enzimatioc 
şi complexul Ag-Ac initial se realizează prin adáugarea 
unui substrat corespunzător enzimei utilizate, Culoarea 
dezvoltată (posibil de apreoiat 81 cu ochiul liber) indi- 
că prezenţa sau absența Ag, respectiv Ac, din probă. In 
vederea determinărilor cantitative, ο ος culorii 
se citeste 18 speatrofotometru, 

Enzimele de maroare curent folosite sînt fosfataza 
alcalină (ce poate avea ca substrat specific para-nitro- 
fenfl-fosfetul) şi peroxidaza (substratul fiind în acest 
cat apa oxigenată iar oromogenul reprezentat de ortofeni- 
lendiemink), AM 
| Avantajele analizei imunoenzimatioe : i tehnios este 
obiectivă, poate e automatizatk, folosegte reactivi cu o 
valabilitate convenabilă si aparatură simplă, si are o 
sensibilitate mare, 

In laboratoarele cliniee, tehnica ELISA se poate fo- 


losi pentru evidențierea anticorpilor (boli infecțioase, 


HIT n 
„boli autoimune” atît pentru diagnostic ott gi pentru mo- 
nitorizare) sau a antigenelor (boli infecțioase, boli 


neoplazice, endocrinologie, farmacologie eto,), 


8.5.3. Metoda de radioimunoanaliz. 


Marcarea cu rédioizotopi a a proteinelor care tau 
parte la reacţii imunologice a dus la dezvoltarea unei . 
tehnici analitice de mare sensibilitate gi specificitate: 
radioimunoanaliza (RIA). Proteinele marcate ou radioizo- 
topi pot fi folosite în conoentratii extrem de labe gi 
de aici rezultă marea sensibilitate a metodei RIA, 

, 8e pot folosi diverşi izotopi cu emisie beta sau 
gama, Acolo unde o proteină sau alt material imunologic 
poate fi iodinat fără să aibă loc o denaturare semnifi- . . 
„cativă, se folosegte ca marker 1125, Acesta Be detectea- 
ză apoi cu un contor de Scintilatie beta sau gama, 1125 
are un timp de înjumătățire avantajos, de 57 zile. Acolo 
unde procesul de. iodinare este vătămător pentru molecula 
nativi, se preferă o marcare ou e. 

Metoda de radioimunosenaslizÁ se bescask pe afinita- 
tea unui antigen pentru anticorpul sáu specific 91 posi- 
bilitatea formei radioactive a entigenului Bă intre în 
competiţie, pentru legarea. cu anticorpul Specific, cu 8- 
celagi antigen nemarcat de concentra ţie necunoscută, 

In timpul acestei competiţii de legare cu enticor- 
pul. specific, antigenul redioactiv este diluat de canti- 


tatea necunoscută de antigen care trebuie determinată, 
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Cantitatea de οοπρ] ως antigen: marcat-anticorp, care Be 
Stabilegte prin măsurarea radioactivităţii, este o funo- 
` iie inversă a concentraţiei: de antigen nemarcat (cel oa- 
re Be determină), | 
| Metoda RIA este sensibilă, specifică, precisă gi 
„rapidă, Permite măsurarea unor substanţe prezente în se- 
| rul sanguin. în concentrație foarte micá, 
Radioimunoanaliza se foloseşte pentru determinarea 
de 1 „hormoni, enzime, medicamente, imunoglobul ină E, en- 
&lotensiní etc, Pentru multe din aceste substanțe, er: -Β- 
tá truse complete comercializate care. contin anticorpul 


Specific şi forma radioactivă a anti genului respectiv, 


le 


3. 


4. 


De 


B 


8. 
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